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RESUMEN

Se estima que entre un 20 y un 30 % del total de alimentos producidos en Europa se pierde o
desperdicia, a pesar de que pueden desarrollarse procesos de bioconversion que permiten
transformar estos subproductos en compuestos o productos de valor afiadido. La presente tesis
tiene como objetivo principal identificar nuevos bioprocesos para obtener nuevas fuentes de
proteinas, &cidos organicos, quitosano, péptidos bioactivos y materias primas para
alimentacion animal y/o humana a partir de subproductos de diferentes industrias alimentarias.
Para ello, los trabajos se han centrado en el desarrollo de los procesos fermentativos tanto en

estado solido (SSF) como liquido (SmF) mediante el hongo filamentoso Rhizopus sp.

Alo largo de la tesis se hace una introduccién inicial y se desgranan los objetivos operacionales
abordados en el trabajo. El apartado de resultados y discusion comienza con la descripcion del
aislamiento inicial de cepas ambientales y el intento de su mejora mediante mutaciones al azar.
Una vez seleccionadas las cepas (apartado 1 de “resultados y discusion”), en los apartados 2,
3,4y 5, se describe la generacién de modelos de fermentacion (SSF y SmF), su validacion y
los efectos de la fermentacidn en diferentes subproductos como melazas de naranja, lactosuero,
lixiviados de frutas y verduras, bagazo de cerveza y descartes de frutas y verduras. Los
resultados muestran, en todos los casos, un aumento en el contenido proteico, en la cantidad y
proporcion de aminoacidos esenciales, la liberacion de polifenoles y la reduccion de la DQO
en los productos resultantes. Los dos apartados siguientes (6 y 7) incluyen los trabajos de
obtencion de hidrolizados, bioactividades presentes, las pruebas de escalado y el anélisis
economico preliminar, que indica que los factores mas importantes en la viabilidad del proceso
de SSF son, por un lado, el ahorro generado por la no gestién de estos residuos y, por otro, la
venta de productos finales. Finalmente, en la discusidn general se presentan los resultados
comunes a todos los procesos estudiados, con el fin de establecer reglas comunes a todos los

productos fermentados con Rhizopus sp.

En conclusion, la combinacion de la SmF y la SSF en la valorizacién integral de los
subproductos, sobre todo frutas y verduras y el lixiviado generado en la etapa de prensado de
las mismas, podria generar una disminucién del impacto ambiental y econémico por no tener
que gestionarlos como residuos y un ingreso econémico por la venta del producto valorizado,
ademas de proporcionar una materia prima alternativa y sostenible para la alimentacion animal

y/o humana.
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LABURPENA

Europan ekoiztutako elikagai guztien %20 eta 30 bitartean galdu egiten da, nahiz eta
azpiproduktu horiek baliozko produktuetan eraldatzeko biokonbertsio-prozesuak garatu
daitezkeen. Tesi honen helburu nagusia, proteina iturri berriak, azido oganikoak, kitosanoa eta
peptido bioaktiboak besteak beste lortzeko bioprozesu berriak garatzea da, animali edo giza
elikagai industrian zein industria kimiko eta farmazeutikoan lehengai gisa erabili ahal izateko.
Horretarako, Rhizopus sp. onddoa erabili da, hartzidura solido (SSF) zein likido egoeran (SmF)

buruturiko prozesuetan.

Tesiaren hasieran, sarrera orokor bat eta helburu nagusiak aurkezten dira, horrez gain,
emaitzen lehenengo atalean, onddoen isolamendua eta gauzatutako mutazio prozesuak
aztertzen dira. Behin organismoak hautatuta, emaitzen 2., 3., 4. eta 5. ataletan sustratu
ereduetan hartzidura prozesuak aztertu eta produkzio ereduak garatu dira eta ondoren, elikagai
industriako azpiproduktuetan (fruta eta barazki, garagardo ekoizpen prozesuko
azptiproduktuak, melazak, gazura eta olibaren azpiproduktuak) sustratu ereduetan garatutako
hartzidura prozesuak balioztatu dira. SSF prozesuen eraginez, azpiproduktuen proteina edukia
handitu egiten da, funtsezko aminoazidoen kopurua eta proportzioa handituz eta polifenolak
askatuz. SmF prozesuetan, azpiproduktuen oxigeno eskari kimikoa (OEK) murrizten da eta
proteinan aberatsa den onddo biomasa lortzen da. Ondorengo bi ataletan (6. eta 7. atalak)
hidrolizatuak lortzeko lanak, bioaktibitate analisiak, SSF prozesuen eskala handitze probak,
eta SSF prozesuaren azterlan ekonomikoa azaltzen dira. Azterlan ekonomikoak, hondakin
horiek ez kudeatzeak sortutako aurrezkiak eta lorturiko baliozko produktuen salmentak eragin
handiena duten faktoreak direla ondorioztatzen du, eta hauei esker balantze positiboa lortzen
da aztertutako egoeran. Ondorio gisa, diskusio orokorrean aztertutako prozesu guztien emaitza
komunak aztertu eta Rhizopus sp. erabiltzen duten produktu hartzitu guztiei arau komunak

ezartzen zaizkie.

Laburbilduz, fruta eta barazki azpiproduektuen SmFa eta SSFa konbinatzen direnean,
balorizazio prozesu integrala posiblea da; ondorioz, ez dira hondakin gisa kudeatu behar eta,
gainera, lehengai alternatibo eta iraunkorrak eskaintzen dizkigu, ingurumen eta ekonomia

arloan inpaktu positiboa izanik.
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Introduccion

La valorizacién de subproductos de la industria alimentaria mediante biotransformacién en
productos de alto valor es un proceso con cuatro componentes claros: el subproducto a tratar,
el agente biotransformador, la tecnologia de transformacion y el producto obtenido. En esta

introduccién haremos un breve repaso de estos componentes en el contexto de la presente tesis.

1.1 Sostenibilidad de la cadena alimentaria; ¢ Qué hacemos con lo que no
consumimos?

1.1.1 ¢ Qué es un subproducto?
Una parte muy importante de los alimentos producidos no es consumida, bien porque no llega
al consumidor o porque este no lo aprovecha. Sin embargo, antes de abordar el problema
debemos hacer un ejercicio semantico con el fin de entender los datos publicados, la regulacion

existente y aclarar la terminologia en este campo.

Para unificar la definicion de qué es un subproducto, quiza la forma més grafica sea utilizar la
“jerarquia de alimentos y bebidas” (Figura 1) [1] desarrollada dentro del programa WRAP
(Waste and Resources Action Programme, Reino Unido) como una “hoja de ruta” a la hora de
considerar los posibles usos de los descartes o desperdicios de la industria alimentaria y de
bebidas en funcién del valor de los nuevos productos generados.

Food and drink material hierarchy ST PREFERABLE GBTION

~

< NOILONATY NOILNIAZYd >

Prevention

« Waste of raw materials, ingredients and
product arising is reduced — measured in
overall reduction in waste

Optimisation
« Redistribution to people

A y Recycling
¥ « Waste sent to anaerobic digestion

« Waste composted

Recovery
« Incineration of waste with energy recovery

Residuo
1SVM

Disposal

« Waste incinerated without energy recovery
« Waste sent to landfill
« Waste ingredient/product going to sewer

LEAST PREFERABLE OPTION

Descarte o desperdicio alimentario

Figura 1. "Jerarquia de alimentos y bebidas" desarrollada por WRAP. Figura obtenida de
EFFPA [1].
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De acuerdo a esta clasificacion, el material que se genera debido al proceso de produccion de
un alimento, que no llega a los consumidores, 0 que estos no utilizan, se denomina “descarte
o desperdicio alimentario”, mientras que la fraccion de los descartes que no puede entrar de
nuevo en la cadena alimentaria se denomina “residuo”, y se define como cualquier sustancia
u objeto del cual su poseedor se desprenda o tenga la intencién o la obligacion de hacerlo. Pese
a que puede parecer una mera diferencia semantica, es de gran importancia, puesto que tiene
repercusiones legales y econémicas importantes para las empresas, al tener que tratar los

residuos generados, con el correspondiente desembolso que ello supone.

En una misma idea de aclarar la terminologia, la Directiva de Residuos 2018/851 (UE) [2], en
el apartado 1 de su articulo 5, determina claramente los criterios para distinguir un subproducto
de un residuo. De forma literal, afirma que “Los Estados miembros adoptardan las medidas
adecuadas para garantizar que una sustancia u objeto resultante de un proceso de produccion
cuya finalidad primaria no sea la produccion de esa sustancia u objeto no se considere un
residuo, sino un subproducto, si se cumplen las condiciones siguientes:

a) es seguro que la sustancia u objeto va a ser utilizado ulteriormente;

b) la sustancia u objeto puede utilizarse directamente sin tener que someterse a una

transformacion ulterior distinta de la practica industrial normal;
¢) la sustancia u objeto se produce como parte integrante de un proceso de produccion;

d) el uso ulterior es legal, es decir la sustancia u objeto cumple todos los requisitos pertinentes
para la aplicacidn especifica relativos a los productos y a la proteccion del medio ambiente y
de la salud, y no produciré impactos generales adversos para el medio ambiente o la salud
humana.”

1.1.2 Un problema a nivel mundial y local
Tanto a nivel mundial como a nivel europeo, existen diversas iniciativas con el objetivo de
estimar los desperdicios alimentarios, disminuirlos y valorizarlos, como por ejemplo el
proyecto FUSIONS (Food Use for Social Innovation by Optimising Waste Prevention
Strategies) [3] y la iniciativa “SAVE FOOD: Iniciativa mundial sobre la reduccién de la

pérdida y el desperdicio de alimentos” [4].

Ambos proyectos estiman que entre un 20 y un 30% del total de alimentos producidos en

Europa se pierde o desperdicia, generando impactos negativos en toda la cadena de suministro
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de alimentos y que existe, ademas, una falta de coordinacién entre los componentes de la

cadena de suministro y una necesidad de sensibilizacion por parte de las industrias.

El proyecto FUSIONS concluy6 que, de los 865 kg de alimentos por persona y afio que se
producen en la UE-28, se desperdician 173 kg de alimentos (Tabla 1).

Tabla 1. Estimaciones de desperdicio alimentario (alimentos y partes no comestibles
asociadas a alimentos) en UE-28, afio 2012.

Sector Millones de toneladas Kg por persona
Sector primario 9,1+15 18+3
Procesado 16,9+ 12,7 33+25
Mayorista y minorista 46+12 912
Servicios 10515 21+3
Hogar 46,5+ 44 92+9
Total 87,6 £13,7 173 £ 27

Tabla obtenida de Stenmarck et al. [3] 95% intervalo de confianza.

Sin embargo, no todos los actores de

la cadena alimentaria tienen la Mayorista v
i i X minorista

misma tasa de pérdida, siendo el 5%

hogar el punto mas problematico.

Més de la mitad del desperdicio de Drocesaddl

alimentos en la UE-28 corresponde

al consumidor, mientras que solo un

Sector primario

5% corresponde a la venta al por 11%

mayor y comercio minorista (Figura  rigyra 2. Desperdicio alimentario en UE-28 en
2). Los costes asociados con el 2012 por sectores. Figura adaptada de Stenmarck et
desperdicio de alimentos para la UE- al- 131

28 en 2012 se estimaron alrededor de 143 mil millones de euros. Dos tercios de estos costes
estan asociados con el desperdicio de alimentos de los hogares; debido a los elevados costes

asociados al procesamiento, el embalaje, los costes de venta al por menor, etc. [3].

También existen diferencias entre paises. En los paises en vias de desarrollo el 40% de las
pérdidas ocurren en las etapas de postcosecha y procesamiento, mientras que, en los paises
industrializados, mas del 40% de las pérdidas se producen a nivel del consumidor y del
comercio minorista. En este dltimo grupo se desperdician grandes cantidades de alimentos

debido a estandares de calidad que sobrevaloran la apariencia.
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En cuanto al Pais Vasco, el plan de competitividad de la industria alimentaria vasca
2014-2016 [5] muestra que existe una baja tasa de aprovechamiento y valorizacion de residuos
y vertidos en la Comunidad Auténoma del Pais Vasco (CAPV). Dado que las pérdidas durante
el proceso de produccion se traducen en pérdidas econémicas, la industria alimentaria lleva
afios trabajando en la mejora continua de la eficiencia de sus procesos y en la optimizacion del

uso de los recursos.

Actualmente, tanto las pérdidas que se producen durante los procesos de transformacion de
alimentos como su margen de mejora, son cada vez menores, por lo que se estan poniendo en
marcha nuevas iniciativas para desarrollar sistemas integrales de valorizacion de estos

subproductos y residuos.

Al mismo tiempo, el cuidado del medio ambiente comienza a ser un factor relevante dentro de
la gestion global de las empresas. Muchas de ellas han incorporado con éxito el factor
ambiental en su gestion diaria, aprovechando asi las oportunidades que supone la inclusion de
criterios medioambientales en la politica de empresa, la mejora de procesos, el desarrollo de
nuevos productos, la apertura de nuevos mercados, nuevos envases, etc. Sin embargo, aln

guedan muchos subproductos sin tratar debido a la falta de procesos de valorizacion.

1.1.3 Rutas de tratamiento de descartes alimentarios
El proyecto FUSIONS de la UE ha definido un Marco Técnico para analizar los descartes
resultantes de la cadena de suministro de alimentos [6] (Figura 3). La Seccion A presenta los
principales pasos en el sistema agroalimentario, desde la produccion al consumo. La seccién B
refleja las diferentes rutas de reutilizacién, reciclaje, recuperacidn y eliminacién de todo lo que

los humanos no consumen.

La seccion B-i de la Figura 3 muestra los alimentos o partes no comestibles de los alimentos
enviados a alimentacion animal o a la produccion de materiales bioldgicos y/o procesamiento
bioguimico (B1-B2) denominados ‘“valorizacion y conversion”. El destino B2 no cubre la
bioenergia ni la produccion de biocombustibles de ningun tipo (por ejemplo, biogas, biodiesel

0 bioetanol).

La seccion B-ii de la misma figura se refiere al flujo de todos los alimentos y partes no
comestibles retiradas de la cadena de suministro de alimentos y tratadas por una de las
actividades dentro de B3-B11. La seccion C y D incluyen usos de materias primas previo a su

entrada en la cadena alimentaria, por lo que no son contabilizados como desperdicio
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alimentario.

Resource flows in Agri-Food System FUSIONS
TR = = Theoretical framework
Biobased production chains inc. bio-materials, biokuels, pet food elc

e
A Food Supply chain
a3 as I AS X
Processing & Wholesale, Food preparation
> > retal & >
i [ oee ] [ o]
>
N o Ry [ zrem | [ 20uctome ]
o
3P
e - = —~ £ —
e NN et Ve e
B Food and inedible parts removed from the food supply chain
B-i Valorisation & conversion B-ii Food Waste
B3 Composting (  B6Bic-energy J B9 Sewer )

" BaPloughiv ) ("~ BT Co-generation T Bi0Landtl
’10 harvested
- \
(" B8 Iincineration ] (" B11 Discards
qesvoﬂ {

Figura 3. Marco técnico que define la cadena de suministro de alimentos y el desperdicio
de alimentos. Figura obtenida de Ostergren et al [6].

Cabe destacar que segin la Directiva de Residuos 2018/851 (UE) [2] los procesos de reciclado
y obtencidn energética estan recogidos como procesos de valorizacién, mientras que en las
iniciativas dirigidas y centradas en el sector alimentario y de bebidas, en cambio, se clasifican
como desperdicio alimentario. Esta tesis “Valorizacion de subproductos de la industria
alimentaria mediante fermentacién sélida y sumergida con Rhizopus sp.” est4 centrada en la
industria alimentaria y de bebidas, por lo que los términos se fijan por los proyectos y estudios
Ilevados a cabo en este &mbito y se denominara valorizacion a los procesos clasificados en el
apartado B-i (Figura 3).

Los estudios existentes muestran que la valorizacion y conversion (seccion B-i, Figura 3) es
una alternativa comin y preferida por muchos sectores, evitando los costes de tratamiento para
su eliminacion y, a su vez, pudiendo generar un rendimiento financiero. Cuando no es posible
la prevencién o reduccidn en la produccion de un subproducto (Figura 1, secciones en color

verde), la legislacion vigente fija que se debe estudiar la aplicacion de los objetivos
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establecidos en la Directiva de Residuos 2018/851 (UE) [2]. En dicha normativa se fija por

orden de prioridad las siguientes opciones:

e Reutilizacion: operacion mediante la cual productos o componentes que no sean

residuos se utilizan de nuevo con la misma finalidad para la que fueron concebidos.

e Reciclaje: transformacion mediante la cual los materiales de residuos son
transformados de nuevo en productos, materiales o sustancias, con el propoésito de

destinarlos a su objetivo inicial o a otros fines.

e Valorizacién: operacién cuyo resultado principal sea que el subproducto sirva a una
finalidad atil al sustituir a otros materiales que, de otro modo, se habrian utilizado
para cumplir una funcion particular, o que sea preparado para cumplir esa funcion,
en la instalacion o en la economia en general. Dentro de esta opcion, la utilizacion de
los descartes como alimento para animales puede llegar al 50-80% del descarte
total [3].

e  Eliminacion: realizar un vertido controlado o destruir los residuos total o
parcialmente, con métodos que no causen peligro para la salud humana y ni perjuicios

al medio ambiente.

Igualmente, desde las instancias europeas se anima a transformar estos descartes organicos en
productos que generen un beneficio econémico y medioambiental, siendo el desarrollo

tecnoldgico la clave para obtener el maximo potencial de algunos de estos desperdicios.

1.1.4 Problemética de los piensos para alimentacién animal
Se estima que para 2050, el mundo necesitard alimentar a 2 mil millones de personas
adicionales y un 70% mas de carne y leche. La creciente demanda futura de productos
ganaderos, relacionada con el aumento de ingresos, poblacion y urbanizacién, conllevara a una
gran demanda de alimentos y recursos. La sostenibilidad de los sistemas de produccion de
piensos estéa siendo desafiada debido a factores como la escasez de tierra, suelo y agua, la
competencia por los recursos entre cultivos destinados a alimentos o biocombustible, el
cambio climatico, y la competencia por los recursos no renovables. Una de las claves para el
desarrollo ganadero sostenible es el uso eficiente de los recursos disponibles, incluyendo la
reduccion del desperdicio de alimentos y la aplicacion de nuevos recursos para la alimentacion

animal que no compitan con la alimentacion humana [7].
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La EFFPA (European Former Foodstuff Processor Association) afirma que se utilizan
5 millones de toneladas de materias primas en alimentacién animal [1], y que existe una
tendencia de aumento a 7 millones de toneladas hasta 2025. De forma general, la demanda de
piensos en ganaderia estd aumentando en la mayoria de los paises en desarrollo, lo que provoca
gue, muchos de estos paises no puedan producir suficiente pienso, teniendo que importar gran
parte de los ingredientes, como la soja. Es por ello, que la investigacion en nuevos recursos
para la elaboracidn de piensos puede ayudar a reducir este déficit y disminuir la competencia
entre la produccidn de alimentos para ganado y alimentacion humana.

En este escenario, una de las
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utilizacién en alimentacion ]
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fuente de materia prima 1% 4%

alternativa para los fabricantes Figura 4. Ingredientes utilizados en la industria de piensos

de piensos. UE-27 en 2011. Figura adaptada de FEFAC [8].

Los cereales y las oleaginosas son el componente principal de los piensos, su incidencia en sus
precios es muy alta y los fabricantes precisan un suministro continuo y garantizado que les
permita cubrir las necesidades de alimentacién del ganado. Segin la FEFAC (European Feed
Manufacturers Federation), a pesar de la gran variacion del precio de las materias primas en
los Gltimos afios, la proporcién de materias primas por categorias se mantiene relativamente
estable (48% cereal, 28% harinas de oleaginosas) [8] (Figura 4). Cuestiones como la calidad
de las partidas compradas, la continuidad en la oferta, la garantia de que estén libres de

micotoxinas o los costes logisticos, condicionan la competitividad del sector de piensos.

Los efectos mas negativos para los agentes industriales son los incrementos de los precios y

su volatilidad. A nivel interacional, la UE también necesita obtener sus ingredientes ricos en



Introduccién

30 8 proteina  del  mercado

—e— Cereales

global, en el que la soja ha
sido la fuente mas
importante en los dltimos

afios. A nivel estatal,

Espafia es alta vy

Cereales (Millones de toneladas)
Soja (miles de toneladas)

10 ", " . . L
., crecientemente  deficitaria
K : .. ;
L} : n T . -
5 R - . en cereales y soja, debido,
o . 0 sobre todo, al fuerte
2000 2005 2010 2015
Afio desarrollo ganadero y a que

Figura 5. Oscilaciones en la produccion de cereales y sojaen 12 producciones espafiolas
Espafia. Figura propia, datos obtenidos de FAOSTAT [9]. en  secano son  muy

variables, lo que obliga a la
importacion de grandes volimenes de los mismos. Es por esto, que el sector de piensos espafiol

es muy dependiente de los mercados exteriores y sufre directamente sus fluctuaciones.

Actualmente, la produccién de cereales de grano en Espafia esta en torno a 20 millones de
toneladas y la produccién de soja en torno a 2 mil toneladas (Figura 5), con fuertes
variaciones [9]. Esta variabilidad provoca fuertes oscilaciones en los precios finales y genera
una gran incertidumbre ante los resultados econdémicos en todos los actores de la cadena

ganadera (productores de piensos, ganaderos, consumidores).

En el sector de la alimentacidn para acuicultura, la harina de pescado sigue siendo la principal
fuente de proteina, particularmente en alimentos para peces carnivoros [10,11]. Esto es debido
a que tiene un alto contenido de proteinas digeribles, un adecuado perfil de aminoacidos (AA),
una alta palatabilidad y carece de compuestos antinutritivos, al mismo tiempo, la harina de
pescado es también una fuente de lipidos, incluidos los &cidos grasos esenciales altamente

insaturados (HUFA) y de minerales como el fosforo.

Dado que la produccion de estas harinas es poco sostenible medioambientalmente, y que la
disponibilidad de este producto en el mercado mundial es limitada, se requiere con urgencia
que el uso de la harina de pescado en alimentos acuaticos se reduzca sustancialmente [12]. Sin
embargo, como los peces tienen altos requerimientos de proteinas en la dieta, las fuentes
potenciales de proteinas alternativas estan restringidas a solo unos pocos ingredientes [13],
como subproductos de animales, alimentos de origen vegetal (principalmente concentrados) y

“single cell proteins” (SCP). Por lo general, estas fuentes alternativas tienen desventajas frente

10
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a la harina de pescado [14], como perfiles de AA inadecuados, menor digestibilidad, menor

palatabilidad y presencia de antinutrientes [10].

En este escenario, la aparicion de materias primas alternativas, como es el caso de las harinas
a partir de subproductos de la industria alimentaria después de un proceso de valorizacion
como la fermentacion, reduciria la dependencia de los mercados internacionales, reduciria

costes y por tanto mejoraria la competitividad del sector.

La viabilidad de la valorizacion de dichas fracciones alimentarias para su uso en alimentacién

animal depende fundamentalmente de una serie de aspectos clave.

e Legislativos: Cumplimiento de los requisitos legales relativos a la gestion de residuos

y alimentacién animal.

e Técnicosy de mercado: Aspectos relacionados con las magnitudes de proceso, ratios
de obtencién, consumos, escalabilidad y producto final representativo y de calidad
homogénea. Adecuada composicion nutricional respecto a los requerimientos
nutricionales de los animales. Disponibilidad real, cantidades, estacionalidad,

dispersion, tendencia de mercado, gestion que se realiza actualmente...

e Economicos: Modelo de negocio, oportunidad de negocio, propuesta de valor y

mercado de clientes.
La Tabla 2 desgrana estos factores y avanza los parametros a analizar para cada uno de ellos.

Factores legislativos
La legislacién sobre residuos ha sido ampliamente discutida en los apartados iniciales de la
introduccidn del presente documento, por lo tanto, los aspectos legislativos a estudiar en esta
seccion seran aquellos ligados a la legislacion de piensos. El reglamento (CE) N° 767/2009
sobre la comercializacion y la utilizacién de los piensos del Parlamento Europeo y del Consejo
de 13 de julio de 2009 [15] define las diversas categorias de piensos comerciales y las
tolerancias admitidas relativas a las indicaciones del etiquetado sobre la composicion
(anexo 1V), declaraciones obligatorias de composiciéon en funcién de la materia prima
(anexo V) y las declaraciones de composicion de las materias primas para piensos y piensos
completos en funcién de si estan dirigidos a animales destinados a produccion de alimentos

(anexo VI) o dirigidos a animales no destinados a la produccion de alimentos (anexo VII).

11
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Tabla 2. Factores legislativos, técnicos y de mercado y econémicos en la viabilidad del proceso industrial.

12
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Las materias primas permitidas en la formulacién de piensos estan definidas dentro del
catalogo de materias primas para piensos reguladas por el reglamento (UE) 2017/1017 de la
Comision de 15 de junio de 2017 por el que se modifica el Reglamento (UE) N° 68/2013 [16].
Este reglamento establece, por un lado, un glosario de tratamientos y, por otro, un listado de
materias primas. Dentro del glosario de tratamientos se encuentra la fermentacion, que esta
definida como “tratamiento por el cual se producen o se utilizan microorganismos como
bacterias, hongos o levaduras en las materias primas para modificar su composicion o sus

propiedades quimicas ”.

Dentro del listado de materias primas existe un apartado 12 donde se especifican los productos
y subproductos obtenidos por microorganismos fermentadores que se inactivan tras el proceso
de fermentacion, de modo que no quedan microorganismos vivos. Dentro de este apartado, no
existe ningun blogue comdn de microorganismos a utilizar, como si ocurria con el reglamento
anterior (UE) N° 68/2013 [17]. En el reglamento actual existe una materia prima similar a la
estudiada en este proceso, declarada como, “producto derivado de Aspergillus oryzae rico en
proteina” y definida como “Producto de fermentacion obtenido del cultivo de Aspergillus
oryzae en sustratos, en su mayoria, de origen vegetal, como melazas, jarabe de azlcar,
alcohol, vinazas, cereales y productos que contengan almidén, zumos de frutas, lactosuero,
acido l4ctico, azlcar, fibras vegetales hidrolizadas y nutrientes de fermentacién, como amonio
o0 sales minerales. Puede tratarse de un producto seco”. Lo cual nos indica una posible via de
inclusion del uso de subproductos fermentados por Rhizopus oryzae, al ser también un hongo
filamentoso reconocido como GRAS (Generally Regognized as Safe) por la FDA (Food and

Drug Administration), en el listado de materias primas para piensos [18].

Finalmente, el producto comercial también debe cumplir los requisitos sobre higiene de
piensos, definidos en el Reglamento (CE) N° 183/2005 del Parlamento Europeo por el que se
fijan los requisitos en materia de higiene de los piensos [19] y la Directiva 2002/32/CE sobre
sustancias indeseables en la alimentacion animal [20]. En este Gltimo se establecen las
sustancias indeseables a determinar en funcién de la materia prima que sea, su destino y tipo
de pienso, ademas de especificar el contenido méaximo de las mismas. Algunas de las

sustancias a determinar se listan en la Tabla 2.

Aspectos nutricionales a considerar

Cuando tratamos la formulacion de los piensos, hay que tener en cuenta tanto las necesidades
nutricionales de los animales destinatarios como las propias necesidades tecnoldgicas de la

elaboracion de piensos. El estudio sobre las necesidades fisioldgicas de los animales atiende a
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los requerimientos nutricionales de los animales y la absorcion de los mismos. Los animales
pueden utilizar una variedad de sustancias quimicas, sobre todo, carbohidratos y grasas, para
proporcionar la energia manteniendo asi a los animales vivos, sanos y productivos. También
se requiere de otras sustancias como proteinas, algunos lipidos y minerales como componentes
basicos para el tejido corporal y los procesos naturales de mantenimiento del cuerpo, ademas
de para la correcta produccion de carne, huevos o leche [21].

La composicidn quimica de la mayoria de las materias primas utilizadas como fuentes de
alimentacion animal se puede encontrar en las tablas de composicién quimica [22], las cuales
pueden proporcionar una indicacion amplia de como ese alimento puede adecuarse a los
requisitos de un animal. Cuando un nuevo material o subproducto industrial atrae la atencion
como una fuente potencial de alimento animal, el analisis quimico es prioritario, si bien, en
fases posteriores, se debe realizar un ensayo de alimentacion en el que el nuevo compuesto se

incorpora a una dieta formulada para investigar la respuesta empirica del animal [23].

Las principales unidades de valoracion en la alimentacion animal y formulacién de piensos
son la composicién en proteinas, fibras, lipidos, minerales y vitaminas, y el aporte energético
de los mismos.

e Proteina

Mejorar la disponibilidad de proteinas y aminoacidos (AA) es un factor clave en las dietas de
animales, todos los sistemas actualmente en uso coinciden en evaluar las necesidades de
proteinas en proteinas metabolizables o digestibles [24,25], que es de hecho el porcentaje real
de proteinas que puede utilizar el animal. Existen diversas maneras de determinar la

digestibilidad proteica, ya sea con métodos in vivo o in vitro [26-28].

Las recomendaciones de proteina varian en funcion de la raza y objetivo de la cria del animal,
sexo, estadio, etc. En general, los valores tanto para rumiantes como para monogastricos son

alrededor del 13-18%, pudiendo aumentar estas necesidades hasta un 30% en terneros [29].

En cuanto a los cerdos y aves, no existen necesidades establecidas de proteina como tal, sino
que se establecen valores de AA. Es comUn que estos valores no se conozcan a ciencia cierta,
por lo que se establecen unos minimos de proteina para asegurar asi el aporte necesario de los
aminodcidos esenciales (EAA) [30,31].

En acuicultura se recomienda que la proteina del pienso tenga un perfil de AA equilibrado

[32]. La mayoria de los peces herbivoros y omnivoros requieren de 25-35% de proteina en su

14



Introduccion

dieta, mientras que los carnivoros requieren niveles mas altos que van desde 40 al 55% de la
dieta [33]. En la formulacion de la dieta, se debe tener cuidado para asegurar que se cumplan
los requisitos de las especies para los EAA, y mantener proporciones 6ptimas entre EAA y AA
no esenciales (NEAA). Relaciones de 30:70 de esenciales y no esenciales afectan de manera
negativa al rendimiento del crecimiento. Para un crecimiento adecuado, la proporcion debe
mantenerse dentro de 50-60% de EAA [34,35].

e Lipidos

Los lipidos aportan palatabilidad y valor energético a la formulacion de piensos, mejorando
los rendimientos productivos. Debe de tenerse en cuenta el tipo de grasa que se afiade, si es
mas 0 menos insaturada y de cadena larga o corta, ya que esto puede afectar a la digestibilidad
de los piensos o a su conservacion [30]. De esta manera, cuando existe un exceso de aceites
insaturados puede empeorar la digestibilidad y suponer un riesgo de enranciamiento del pienso
si no se afiaden estabilizadores. En rumiantes de leche, ademés, un exceso de grasa puede
limitar el consumo de materia seca por lo que existen limitaciones en funcién del periodo de
lactancia [36]. En porcino se proponen valores minimos de entre 3-5,8% hasta un 9%, en
rumiantes un maximo de 6,5% y en avicultura entre 2,8 hasta 6,5%. En el caso de la avicultura
la cantidad recomendada de acido linoleico (C18:2n-6) en los piensos de aves ponedoras para

maximizar la puesta y el tamafio del huevo es de 1,10% del pienso [37-40].

En acuicultura, los lipidos son necesarios para aportar energia y &cidos grasos (AG) esenciales.
Los peces, al igual que otros vertebrados, tienen requerimientos dietéticos de &cidos grasos
poliinsaturados (n-3 y n-6) (PUFA), pero los requisitos especificos de AG esenciales son
diferentes en especies marinas y de agua dulce. Las formas bioldgicas activas de los AG
esenciales son el C20 y C22 derivados de los PUFA C18 [41]. Los peces de agua dulce pueden
convertir el PUFA C18 en C20 o C22 mediante una serie de reacciones de elongacién y
desaturacion de la cadena; por lo tanto, sus requisitos son cubiertos por los PUFA (C18:3n-3
y C18:2n-6). Por otro lado, los peces marinos no pueden realizar dicha conversion ya que
carecen o tienen una expresion reducida de la enzima delta-5 desaturasa [42] o tienen una
capacidad limitada de alargamiento de C18 a C20 [43]. De modo que los peces marinos tienen
un requisito especifico para EPA (C20:5n-3) y DHA (C22:6n-3).
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Figura 6. Representacion de hidratos de carbono, fibra y PNS facilmente fermentables

segln el método de Van Soest. Figura obtenida de de Blas, Mateos como los  fructanos,
[30] gomas Yy pectinas; las
sustancias potencialmente degradables, como la celulosa y la hemicelulosa y, finalmente, los
componentes practicamente indigestibles, como la lignina. La Figura 6 muestra mas
detalladamente esta clasificacion de hidratos de carbono, fibra y polisacaridos no amilaceos
(PNA). La FND es la fibra neutro detergente y esta compuesta por hemicelulosa, celulosa y
lignina; la FAD es la fibra acido detergente y estd compuesta por celulosa y lignina; y la LAD

es la lignina &cido detergente y estd compuesta por lignina [30].

Uno de los factores més importantes en las formulaciones de piensos en alimentacion de
rumiantes es el mantenimiento de la salud ruminal y la prevencion de acidosis y timpanismo.
Para ello es necesario mantener un equilibrio entre los carbohidratos no fibrosos (CNF) y los
fibrosos 0 FND. La FND estimula la rumia, la secrecién salivar y evita trastornos digestivos,
pero debido al limitado aporte energético existen unos valores minimos, ya que los maximos
guedan autolimitados por las necesidad energéticas del animal [36,44]. Los CNF por su parte,
son la fuente principal de energia de las bacterias ruminales y del animal, pero al ser altamente
fermentables pueden causar acidosis y timpanismo, por lo que se establecen niveles
méaximos [45]. Los CNF estdn compuestos por almidones, azlcares y pectinas y pueden

calcularse como:

CNF (%) = Extracto seco (%) — (proteina bruta (%) + FND (%) + grasa (%) +
cenizas (%)) (eq. 1)

La FND vy, en general la presencia de fibra disminuye el valor energético del pienso, tanto de

forma directa reduciendo el valor nutricional, como indirecta, influyendo en la disponibilidad
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de otros nutrientes, rebajando la palatabilidad y, por ende, el consumo de piensos. Sin
embargo, la presencia de fibra también ofrece aspectos positivos en las distintas especies; en
general, la inclusion de fibra estimula la velocidad de transito digestivo en relacion
proporcional a su contenido en FND, y disminuye los estrefiimientos y estereotipias [46]. La
proporcion de fibra fermentable estd relacionada con el contenido de fibra soluble y el
contenido de lignina. Ambas fibras tienen un efecto positivo en la salud gastrointestinal de los
porcinos mediante mecanismos diferenciados, produccion de acidos grasos volatiles mediante
fermentacidn en intestino grueso en el caso de la fibra fermentable, y mejora de la motilidad y

funcionalidad de las paredes digestivas en el caso de la lignina.

Las tablas de nutricion animal incluyen valores minimos y maximos de fibra bruta y FND,
obteniendo un balance entre los efectos beneficiosos, sin comprometer la eficiencia nutricional
del alimento. Los animales rumiantes en general tienen mayores necesidades de FND, desde
un 10-15% en corderos, hasta un 40-45% en rumiantes de cebo. En porcino, las cantidades
minimas estan alrededor de 15-19% [30,45] y en avicultura alrededor del 10-12,5% [31].

No se ha demostrado ningln requerimiento dietético de carbohidratos en peces; sin embargo,
si los carbohidratos no se proporcionan en la dieta, un mayor porcentaje de proteinas y lipidos
se catabolizaran para obtener energia. La capacidad de los peces para usar carbohidratos de la
dieta con el fin de obtener energia varia considerablemente, y la mayoria de las especies
carnivoras tienen una capacidad mas limitada que las especies herbivoras u omnivoras. El total
de carbohidratos solubles incluidos en las dietas preparadas para especies carnivoras es
generalmente inferior al 20%, en cambio, las dietas para especies omnivoras generalmente
contienen entre 25% y 40% de carbohidratos solubles. Por otro lado, los polisacaridos que no
contienen almidoén, como la celulosa, la hemicelulosa y la quitina, son indigestos para la

mayoria de las especies de peces [33].
e Minerales y vitaminas

La cantidad de vitaminas y minerales recomendada en los piensos se establece como
recomendaciones generales e incluyen un amplio margen de seguridad con el objetivo de
cubrir las variaciones que puedan surgir entre los ingredientes utilizados para su elaboracién.
En el caso de los macrominerales, como calcio (Ca), potasio (K), fésforo (P), magnesio (Mg),
sodio (Na) y cloro (Cl), su recomendacién se considera teniendo en cuenta los aportes que se

realizan por parte de los ingredientes que componen el pienso.
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Las recomendaciones deben hacerse teniendo en cuenta las unidades de mineral absorbible, es
decir, la disponibilidad del mineral aportado en los ingredientes, y no solo dependiendo del

estado y nivel productivo del animal.

1.2 Principales subproductos a considerar

La Figura 7 muestra la produccién de diversos grupos alimentarios, sus pérdidas y su uso en
alimentacion animal en Europa [47]. Los cereales son los que ocupan mayor produccién con
casi 500 millones de toneladas anuales, seguido de lacteos con 220 millones de toneladas y
frutas y verduras con 170 millones. Las pérdidas asociadas a las frutas y verduras son mayores
al resto de fracciones y suponen un 7% de su produccion. El uso en alimentacién animal en
cambio es muy superior en los cereales donde supone la mitad de la produccién. Las
legumbres, raices y lacteos son los que les siguen con una proporcion del 42, 18 y 15%
respectivamente. El uso en alimentacién animal de frutas y verduras es, en cambio,

considerablemente inferior con un 4,5%, debido a su alta humedad y mucho menor contenido

proteico.
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Figura 7. Produccion, descarte y uso en alimentacién animal de diversas fracciones
alimentarias, afio 2013 Europa. Figura propia, datos obtenidos de FAOSTAT [47].

1.2.1 Subproductos de la produccion de frutas y verduras
Una gran cantidad de fracciones no consumidas de frutas y verduras y de la industria de

procesamiento de frutas y verduras estan disponibles en todo el mundo. La Figura 7 muestra
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que, del total de alimentos no consumidos en Europa en el afio 2013, las tasas mas altas de

descartes se concentran en los grupos de frutas y verduras.
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Figura 8. Produccion, descarte y uso en alimentacion
animal de frutas y verduras en Europa. Figura
propia, datos obtenidos de FAOSTAT [47].

En Europa se producen casi 98
millones de toneladas de verduras y
74 millones de toneladas de frutas y
se generan 8 y 4 millones de
toneladas de descartes
respectivamente (Figura 8). Las
cantidades destinadas a
alimentacion animal son minimas,
de 7 y 0,3 millones de toneladas
respectivamente, especialmente

bajas en el caso de las frutas.

La Figura 9 muestra la produccién,

descarte y uso alimentario de frutas y verduras en el afio 2013 en Espafia. ElI uso en

alimentacion animal difiere entre las dos fracciones siendo mayor la inclusion de verduras con

alrededor del 2% de produccion. La produccién es mayor en la fraccion de frutas que en

verduras, aunque la parte no aprovechada en este Gltimo supone el doble que en frutas.
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Figura 9. Produccion, desperdicio y uso en alimentacion animal de diversas frutas y
verduras en Espafia. Figura propia, datos obtenidos de FAOSTAT [47].
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La situacion a nivel europeo es similar a la que se observa en Espafia. Se observa una elevada
produccion de frutas y verduras que supone una generacién de descartes derivados tanto de su
procesado en fresco como en conserva. Dependiendo del producto en concreto, el descarte
puede ser entre el 5y el 50% del total de produccion, generando anualmente unos 2 millones

de toneladas de descartes de frutas y verduras en Espafia y 12 millones de toneladas en Europa.

La mayoria de los desperdicios de frutas y verduras son altamente fermentables y perecederos,
debido principalmente a su alta humedad (80-90%). Existen picos de produccion de frutas y
verduras con grandes cantidades disponibles, pero no pueden consumirse al mismo ritmo que
se producen, debido al desajuste entre la generacion, que es muy estacional, y la demanda para
ganado que es constante. Por lo tanto, es necesario adoptar medidas para poder valorizar,
estabilizar y almacenar estos subproductos para poder utilizarlos a lo largo del afio de una
manera competitiva y sostenible [7]. El principal impedimento para el uso de subproductos
vegetales o fruticolas en alimentacién animal de calidad es el escaso valor nutricional que
presentan algunos de estos subproductos (bajo contenido en proteina), asi como la baja
digestibilidad o la presencia de posibles sustancias indeseables como agentes antinutricionales

0 micotoxinas.

En la actualidad, estos descartes son gestionados mayoritariamente como residuos, debido
fundamentalmente a la inexistencia de una actividad de valorizacion integral y eficiente,
causando asi riesgos ambientales. Por otro lado, el empleo de estos descartes en alimentacion
directa de ganado encuentra cada dia mayores problemas por aspectos relacionados con la
logistica y mantenimiento de las condiciones higiénicas, variabilidad en el suministro, en el
aseguramiento de la recogida, etc. Esta situacion genera inseguridad tanto para el productor
del subproducto como para el ganadero, por lo que se precisan sistemas de procesado que
permitan dar salida en continuo a estos subproductos y su transformacién en una materia mas

homogénea que pueda garantizar su empleabilidad en alimentacién animal.

Incluso en el caso de los subproductos recogidos por gestores, la transformacion que se realiza
con buena parte de ellos se limita a la produccion de compost o ensilados con un bajo valor
econdmico en el mercado. Otras alternativas de valorizacién que se aplican a los subproductos
de frutas y verduras son la obtencién de productos de valor afiadido, tales como, extraccion de
aceites esenciales, polifenoles, compuestos anticancerigenos, pigmentos, enzimas y obtencion
de proteina microbiana mediante fermentacion (SCP, single cell protein) [7]. Por otra parte, la

obtencién de ciertos compuestos de valor afiadido presenta sin embargo problemas en la
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mayoria de los casos ya que se genera un nuevo residuo a gestionar, debido que solo una parte

del subproducto es aprovechado.

1.2.2 Subproductos de la industria cervecera: Bagazo de cerveza (BSG)

_Barle Malting Barley malt El bagazo de cerveza (Brewer’s
Insoluble starch ~ > "N Steeping \ soluble starch
SempRproRRe i Germination M Tieneiryeas spent grain, BSG) es el principal
& Malt Kilning N \'--..J enzymes production p g 1 ) p p
RPN v
_— 2 subproducto del proceso de la
O‘tlonal
|uncts -z
elaboracion de cerveza. La
Fermentatlon Yeast Mashlng .
Enzymm,c Figura 10 muestra el proceso
Coollng Brewing conversion L, .,
é{ } clasico de elaboraciéon de
Wort Lautering Partialy hydroyzed aroteins cerveza, que consiste en 6
(Filtration Wort run-off Sparging) )
Undegraded malted barley grain etapas: malteado, molienda,

(Solid residue)

] macerado, obtencion del mosto,
Brewers Spent Grain

) » N enfriamiento y fermentacion.
Figura 10. Produccion de cerveza y generacion de

residuos. Figura obtenida de Xiros, Christakopoulos [48]. Durante la conversion
enzimatica  (macerado), el

almidon de la cebada pasa a azucares fermentables (maltosa y maltotriosa) y no fermentables
(dextrinas), las proteinas también se degradan parcialmente a polipéptidos y AA. Una vez
finalizado este proceso se lleva a cabo una etapa de filtracion, donde se obtiene el mosto
compuesto por esos azucares fermentables y se lleva a cabo la fermentacion a etanol. La

fraccion solida obtenida después de la filtracion es el BSG [48].

La UE produce 416 millones de hl de cerveza al afio en sus méas de 6500 cervecerias [49]. El
mayor volumen de desechos corresponde al bagazo de cerveza (80% de los subproductos
solidos totales), sequidos de la levadura de cerveza (BY) (10%). Dada la produccion de cerveza
de la UE en 2016, podemos estimar que se generaron mas de 7 millones de toneladas de BSG
(15-20 kg de BSG himedo por 1 hl de cerveza) [50,51] y més de 0,8 millones de toneladas de
BY (1,5-3 kg de BY por 1 hl de cerveza) .

A pesar de ser facilmente disponible, el BSG recibe poca atencién en la industria y es
tradicionalmente usado en alimentacion animal [52]. Sin embargo, debido al hecho de que esta
disponible a bajo costo o sin costo alguno durante el afio y presenta valores nutricionales
interesantes (20% de proteina y un 70% de fibra, entre otros) (Tabla 3), se considera una
materia prima prometedora en la biotecnologia, industria alimentaria y farmacéutica. Las
proteinas del BSG y sus hidrolizados pueden usarse como potenciadores de la textura debido

a sus propiedades emulsionantes [53] y pueden presentar efectos inmunomoduladores [54] y
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actividad antimicrobiana [55]. Al mismo tiempo, contiene compuestos fendlicos (acido
feralico, é&cido p-cumérico, acido cafeico) [56], los cuales le proporcionan capacidad
antioxidante. Ademas de los componentes principales mencionados en la Tabla 3 el BSG es
también una fuente valiosa de vitaminas (biotina, el acido félico, niacina, colina, riboflavina,
tiamina, acido pantoténico y la piridoxina), minerales (Ca, Cu, Fe, Mn, Ky Na) y EAA como
la lisina, histidina, metionina, fenilalanina y triptéfano [57]. En los dltimos afios ha ganado
atencién debido a sus componentes bioactivos relacionados con la salud, entre los que se
encuentran alcaloides, factores de crecimiento de las plantas, pigmentos de calidad alimentaria

y los ya mencionados acidos fenolicos [58].

Sin embargo, su compleja composicion y su alto contenido de humedad (70%), dificulta su
almacenamiento y transporte por lo que es necesario una tecnologia econdmicamente viable
para promover su valorizacion. Con el objetivo de aumentar la digestibilidad de sus proteinas,
la liberacién de péptidos funcionales y la liberacion de compuestos fendlicos se ha aplicado el
uso de enzimas para su hidrdlisis [52,54] o la aplicacién de la fermentacién en estado sélido

(SSF) [58] para su mejora nutricional y funcional.

Tabla 3. Variabilidad en la composicion del BSG (% ES).

Proteina Grasa Cenizas Almidon Lignina Celulosa Hemicelulosa Ref

21 10 5 20 20 [50]
26,7 3,3 1,0 22,5 [53]
10,1 34 2,2 [59]

24 106 24 11,9 25,4 21,8 [60]
15,2 46 27,8 16,8 28,4 [61]
142 133 33 115 12 40,2 [62]
24,6 1,2 21,7 21,9 29,6 [63]
18 42 3,4 [64]

Los datos no mostrados no han sido determinados en las publicaciones referenciadas.

El suministro directo del BSG para la alimentacién animal sin ningln tratamiento depende de
muchos factores, que pueden limitar su viabilidad y, en muchos casos, pueden hacerlo
insostenible. El alto contenido de humedad junto con su alta carga microbiana y la alta
temperatura a la que se generan hace que su vida Util no exceda las 48 horas y, por otro lado,
aunque el uso de estos subproductos para consumo humano o incluso con fines farmacéuticos
y cosméticos podria ser una opcion valiosa, se necesita una solucién confiable para hacer frente
a las fracciones no utilizadas generadas tras la extraccion de los compuestos de interés [48].

Mantener la calidad y requisitos para su uso en las industrias alimentarias y piensos es
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complicado, y su deshidratacidn es econémicamente costosa. Sin embargo, hay una creciente

presidn para garantizar una solucién econdmica y ambientalmente viable.

1.2.3 Subproductos de la industria quesera: Lactosuero
Las industrias de procesamiento de lacteos y quesos generan grandes volimenes de descartes
liquidos incluido el lactosuero. El suero es la porcion liquida producida tras la elaboraciéon del
queso, concretamente durante la coagulacion de la caseina de la leche. La produccion total
mundial de suero se estima en 180-190 millones de toneladas al afio [65], y la mayor parte de

su produccioén se da en la UE y EE.UU., aproximadamente el 70% del total [66].

El lactosuero genera importantes problemas medioambientales debido a su gran volumen de
produccion y su alto contenido organico, siendo su demanda quimica de oxigeno (DQO) de
aproximadamente entre 50-102 g/l [67]. El vertido del suero acarrea graves problemas de
contaminacion al afectar las caracteristicas fisicoquimicas del suelo provocando una
disminucion en el rendimiento de los cultivos. Por lo tanto, una gestion adecuada, con un

tratamiento o reutilizacién, es obligatorio antes de su eliminacién.

Los factores responsables de la alta carga organica (y de su capacidad contaminante) son los
nutrientes residuales como la lactosa (46,0-52,0 g/l), proteinas (6,0-10,0 g/l), lipidos (5,0 g/l)

y vitaminas.

El lactosuero presenta una gran cantidad de nutrientes tanto organicos como inorganicos,
considerados un recurso potencial para la obtencion de productos de valor afiadido. Se utilizan
varias tecnologias para su valorizacion y, hoy en dia, aproximadamente un 70% del suero es
valorizado en forma de suero en polvo. Sin embargo, sigue habiendo una cantidad de suero
considerable sin valorizar. Esta valorizacion se puede realizar mediante procesamiento directo
y/o biotecnoldgico. La Figura 12 muestra los procesos propuestos por Yadav et al. [66] para

la valorizacion del lactosuero.

El procesamiento directo, bien por tratamiento térmico o por fisico, se utiliza para obtener
suero en polvo, concentrado de proteina de suero, aislado de proteina de suero, permeado de
suero, lactosa y otras fracciones. En el procesamiento biotecnoldgico el suero de leche se
utiliza como sustrato para diversos procesos microbianos y obtener asi productos finales de
alto valor afiadido, tales como, SCP, probidticos, acidos organicos, enzimas, exopolisacaridos
y biopléasticos [66-69]. La SCP se produce mediante fermentaciones con microorganismos que
consuman lactosa y la proteina producida puede ser utilizada como alimento para animales o

como fuente de proteinas para alimentacion humana [70,71].
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Figura 11. Tratamiento de lactosuero mediante técnicas fisicoquimicas y biotecnoldgicas.

Figura obtenida de Yadav et al [66].

1.2.4 Subproducto de la industria de zumos: Melaza de naranja

La produccion mundial de citricos en
2016 fue cercana a 124 millones de
toneladas, de las cuales casi 70 millones
de toneladas fueron de naranjas. De esta
produccion se utilizaron méas de 18
millones de toneladas de naranja para su
procesamiento [72], sin embargo, tras la
produccion de zumo, aproximadamente
el 50-60% de la naranja permanece
como céscaras, secciones de membrana
y semillas [73], lo que requiere un
procesamiento previo al tratamiento de
desechos. La Figura 11 muestra el
diagrama de flujo del procesado de

zumos de naranja donde se puede

50 % juice «—

Freezing packing

—> Rejected orange—> Composting

—> Orange waste—> Reuse

3

45,5% 0,5%

solid waste liquid waste

Storage/Shipping

Figura 12. Diagrama de flujo de produccion de
zumo de naranja. Figura obtenida de Rezzadori
etal [74].

apreciar la gran proporcion de descartes generados en la misma.

En general, los residuos de naranja son ricos en azucares solubles, celulosa, hemicelulosa,

pectina y aceites esenciales que podrian ser materia prima de varios procesos industriales. La
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aplicacion actual de descartes sélidos derivados del procesamiento de citricos esta dirigida a
alimentacion de ganado o produccidn de bioenergia [74]. Sin embargo, y teniendo en cuenta
la actual Directiva de Residuos 2018/851 (UE) [2], los procesos para la obtencion de productos
de valor afiadido esta en aumento [75]. Estos procesos incluyen la extraccion de polifenoles,
pigmentos, compuestos antimicrobianos y nanocelulosas entre otros. En los tltimos afios se
intentan englobar todos los residuos generados dentro de un proceso de biorrefineria completo
[74,76,77], como el desarrollado por Kantifedaki et al. [78] donde combinan procesos de

fermentacién sumergida (SmF) y SSF para la obtencién de pigmentos (Figura 13).

Solid State Fermentation (SSF)

[ Waste Orange peel J Submerged Fermentation (SmF)
g T T TR, mRim—e—— ~
ods | |
{ Reduang size of Extraction of essential oils Liquid Pigment |
material<0.5cm (hydrodistillation or boiling) i stillage production |
7 |
\

__________ -

[ Drying (60°C, 24h) ]
v

[ Sieving to obtain different size ]

(<2mm and 2-4mm)

+
[ Solid state fermentation ]
]

[ Pigment extraction

|

[ Estimation of pigments

Semi SSF
ZOgL'andSOgL
WOP

(400,475,500 nm)

Figura 13. Esquema de biorrefineria para el aprovechamiento integral de las cascaras de
naranja. Figura obtenida de Kantifedaki et al [78].

La obtencidn de melazas citricas se realiza en la industria aplicando un proceso de maceracion

con carbonato calcico. Brevemente, las pieles y pulpas de citricos que no se aprovechan para

consumo directo son trituradas y tratadas con carbonato célcico, lo que desestructura la matriz

vegetal y libera gran parte de la humedad presente en la masa citrica.

Este agua liberada se elimina por gravedad y los s6lidos resultantes son procesados en una
prensa de agotamiento progresivo, con lo que la extraccion de la parte liquida es maxima. La
fase liquida obtenida antes y después del prensado se combina y se conducen a los equipos
evaporadores, en los cuales se elimina parte del agua. El producto final es una melaza
concentrada de citricos.
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1.3 El agente transformador: Hongos Zygomycetes

1.3.1 Generalidades
El phylum Zygomycota es una
Fungi division primitiva de hongos que

| | | incluye alrededor de 1000 especies.

Ascomycota  Basidiomycota Zygomycota Chytridiomycota

Las  especies  fungicas  que
pertenecen a este linaje basal son

Zygomyceles Trichomycetes
| caracterizadas por reproduccion
Mucorales B i
sexual a través de zigosporas y
Mucoraceae ., .,
| reproduccion asexual por formacién
| | de esporangiosporas. El phylum
Mucor Rhizopus
| | Zygomycota se divide en dos clases,
Mucor indicus Rhizopus oryzae .
Mucor hiemalis Rhizopus oligosporus Zygomycetes y T“Chomycetes- Los

Rhizopus microsporus
Rhizopus stolonifer
Rhizopus delemar

Zygomycetes abarcan una diversidad

ecoldgica de clases de hongos, que
Figura 14. Clasificacion de microorganismos con
interées biotecnoldgico dentro de la clase Zygomycetes.
Figura adaptada de Lennartsson [83]. patogenos de plantas, patégenos de

animales y otros hongos [79].

incluyen hongos saprofitos

Entre la clase Zygomycetes algunos de los hongos més conocidos son los del género Rhizopus,
siendo. Rhizopus oryzae el miembro mas descrito del género [80]. El género Rhizopus
pertenece al phylum: Zygomycota, clase: Zygomycete, orden: Mucorales, familia:
Mucoraceae, género Rhizopus. Este género incluye 10 especies [81], entre las que destacan
R. oligosporus, R.microsporus,, R. delemar, R. oryzae, R. microsporus y R. stolonifer, algunas
relacionadas con el deterioro de plantas como R. stolonifer y especies relacionadas con la
produccion de alimentos, como R. oligosporus y R. oryzae [82]. La Figura 14 muestra la

clasificacion centrandose en Zygomycetes [83].

1.3.2 Género Rhizopus
Rhizopus, como otros miembros de Mucorales, es un moho ubicuo que se propaga por
esporangiosporas hidrofobicas que se dispersan facilmente después de la maduracion. Aunque
se ha descrito un ciclo sexual para este género, la haploidia es su forma mas estudiada,
principalmente porque la germinacion de zigosporas lleva meses y la tasa de germinacion es
erratica. Las esporas asexuales se producen dentro de los esporangios y se liberan al madurar

(Figura 15). En cultivos de 7 dias, los esporangios intactos son raros y las estructuras que se
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observan principalmente son las columnelas [84]. La primera descripcién de este género fue
Rhizopus nigricans [79] y, ademas, es uno de los géneros de hongos econémicamente mas

importante.

R. oryzae se distribuye ampliamente en la naturaleza [85], con prevalencia en regiones
subtropicales. Se ha aislado de varios sustratos incluyendo una gran variedad de suelos,
vegetales en descomposicion, frutas y semillas. Debido a su rapido crecimiento se le conoce
como un colonizador primario, por su invasion rapida en sustratos ricos en azUcares simples.
Ma et al. [86] encontraron un alto grado inusual de duplicacién de genes en el genoma de
R. oryzae, y concluyeron gque se produjo un evento
ancestral de duplicacion del genoma completo, lo
que les permite crecer bajo una amplia gama de

condiciones adversas [87].

El género Rhizopus también esta implicado en el
deterioro de los alimentos, particularmente de los
cultivos, causando enormes pérdidas econémicas
durante el almacenamiento y el transporte.

Rhizopus stolonifer es un excelente ejemplo de la

podredumbre blanda en frutas de hueso. También

se sabe que algunas cepas de Rhizopus son Figyra 15. Rhizopus oryzae (a)

patégenos oportunistas y pueden provocar €sporangio y  columnela  (b)
L o ) ) esporangiosporas. Figura obtenida
cigomicosis en individuos inmunocomprometidos  de pitt, Hocking [84].

[80].

1.3.3 Caracteristicas metabolicas de Rhizopus
Rhizopus es conocido como primer colonizador de sustratos debido a su adaptacion para
utilizar carbohidratos facilmente degradables como el almidén, la pectina y las hemicelulosas.
Ademas, las especies del género Rhizopus pueden degradar la celulosa, aunque a un ritmo mas

lento que los hongos més agresivos.

Independientemente del sustrato y condicion, casi todos los derivados del azicar son
canalizados a través del piruvato que es el centro del catabolismo de carbohidratos de Rhizopus
(Figura 16) [80,88]. La excepcidn notable es el glicerol, que es producido durante condiciones
de oxigeno limitado para retener el potencial redox de las células mientras se forma la biomasa.

Normalmente, si el suministro de oxigeno es limitado, el piruvato sera transformado en acido
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lactico o etanol, dependiendo de la cepa, que resulta en 2 mol de ATP por cada mol de hexosa.
En estas condiciones, la fuente de carbono debe de proceder de hexosas 0 un compuesto
facilmente hidrolizable en hexosas. Por el contrario, si el oxigeno esta presente, el piruvato
formara acetil-CoA y entrard en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA), produciendo el

maximo de energia para las céllas (32 mol ATP) y la mayor produccion de biomasa.

Las pentosas no son metabolizables por el hongo en condiciones anaerobicas y su uso es
limitado en condiciones de oxigeno limitado [80]. El &cido galacturénico es el principal
componente estructural de la pectina. Su uso, al igual que el de las pentosas parece ser
estrictamente aerobico ya que su catabolismo implica multiples portadores redox. Por lo tanto,

para conservar el equilibrio redox y liberar energia, se requiere oxigeno.

Glucosa  Arabinosa Xilosa

l : NADPH
L. NADP*
Xilitol
S —
Xilulosa NADH
Xilulosa-5-P
i NADP* «——
Glucosa-6-P NADPH
Fructosa €o;
>‘ Fructosa 6-P Lactato
Manosa
/////v Oxalacetato —> Malato — Fumarato
l— Piruvato Acetaldehido — Etanol
i Acetil-CoA l
Glicerol
Acetato
Galacturonato Funjarato TCA

Figura 16. Vision general de las vias metabdlicas de Rhizopus. Figura adaptada de
Lennartsson et al [80], Maas et al [88].

En presencia de multiples fuentes de carbono, Rhizopus utiliza las hexosas que son
metabolizables incluso en condiciones anaerobias. Los dimeros de hexosa, como la celobiosa,

también se utilizan facilmente, seguido de las pentosas, estas Ultimas en condiciones aerdbicas.

1.3.4 Condiciones de cultivo
El género Rhizopus tiene gran interés para su aplicacion en industria biotecnoldgica [85]
gracias a sus pocas necesidades nutricionales, amplios intervalos de temperatura y pH de
crecimiento (de 25 a 45 °C y de 4,5 a 7,5), y gran variedad de sustratos fermentativos y
subproductos generados [18,80]. Durante la fermentacion genera un amplio abanico de

enzimas (amilasas, lipasas, proteasas, celulasas, pectinasas...) que permiten metabolizar gran
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variedad de sustratos y producir un gran nimero de compuestos de interés debido a su variado

metabolismo secundario [89].

Los requisitos de crecimiento pueden resumirse como una fuente de carbono, una de nitrégeno,
una de fosfato, una de azufre y una de metales. Rhizopus puede crecer en condiciones aerdbicas
0 anaerdbicas, aunque el crecimiento aerobico es preferido. Se han evaluado distintas fuentes
de nitrégeno tanto organicas como inorganicas para el crecimiento [64,90-92], aunque
dependiendo del producto de interés las condiciones éptimas varian. Cuando se utilizan
descartes agroindustriales para su crecimiento, en funcién de la composicion, los nutrientes

adicionales pueden ser o0 no, necesarios.

1.3.5 Ingenieria metabolica
El genoma completo de Rhizopus oryzae fue secuenciado en 2009 [86]. Las secuencias
genéticas principalmente se han utilizado para estudios filogenéticos en un esfuerzo por
determinar la relacién entre diferentes especies de hongos.

Se han hecho varios intentos para manipular genéticamente a los hongos del género Rhizopus.
Estas técnicas permiten la introduccién de genes heter6logos, la sobreexpresion de genes
homdlogos, la anulacion de vias de competencia existentes o la mutacion al azar [87]. La
mutacién al azar es una herramienta poderosa para interrumpir la funcionalidad del gen o para
aumentar la productividad de los procesos metabélicos y se ha aplicado en R. oryzae utilizando

agentes quimicos y fisicos [93].

También se han publicado ejemplos de las mutaciones dirigidas con el objetivo de aumentar
la produccion de acidos organicos mediante técnicas de sobreexpresion de genes [94-96] y la

expresién de genes en otros microorganismos [97,98].

1.3.6 Rhizopus en alimentacién humana
R. oryzae se ha utilizado desde hace siglos para la produccién de tempeh, entre otros productos
alimenticios, principalmente en el sudeste asiatico. EI tempeh es uno de los principales
alimentos fermentados de la soja conocido por su sabor, textura y digestibilidad [99]. Estas
propiedades son bien conocidas y las aplicaciones culinarias de R. oryzae han sido exploradas
por otros investigadores para fermentar nueces, legumbres y frutas [100,101] o para la
produccion de vino de arroz [102]. La mayoria de estos investigadores describen
modificaciones profundas en las caracteristicas sensoriales, tanto en las visuales y de textura,
como de sabor y aroma, relacionadas con el metabolismo secundario del hongo, que genera un

gran nimero de compuestos sensoriales y nutricionales interesantes [89]. Ademas, las
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caracteristicas nutricionales también cambian durante la fermentacidn, ya que se liberan AA
libres, compuestos nitrogenados, AG, vitaminas y minerales debido a la accién enzimatica del
hongo, lo que puede suponer una mejora nutricional. Ejemplos de estas modificaciones se

describen ampliamente en la literatura [89,103,104].

1.3.7 Aspectos de seguridad sobre el uso de Rhizopus oryzae
La seguridad alimentaria es critica cuando se considera el uso de aplicaciones para consumo
humano y/o animal. R. oryzae se considera GRAS por la FDA por lo que puede usarse para la
produccion de alimentos de forma segura [105]. Sin embargo, no es considerado QPS
(Qualified Presumption of Safety) por la EFSA (European Food Safety Authority). Segin las
evaluaciones de la JECFA (Evaluacién de los riesgos asociados con las sustancias quimicas)
las carbohidrasas producidas por la fermentacion controlada de R. oryzae pueden utilizarse

como aditivos alimentarios [106].

Hasta la actualidad, no se ha publicado la produccién de micotoxinas por parte de R. oryzae o
R. oligosporus [101,107].

Actualmente, el género Rhizopus se ha utilizado, por un lado, como agente detoxificante contra
toxinas alimentarias como la ocratoxina A [108] y las aflatoxinas B1, B2, M1, G1y G2 [109-
111] y por otro lado, con el objetivo de aumentar la digestibilidad de ciertas leguminosas [112].
Ademaés, Suzuki et al. [113] identificaron un extracto acuoso del hongo Rhizopus oryzae U-1
con actividad anti proliferativa y capacidad de inducir apoptosis en una linea celular de

leucemia promielocitica humana.

1.4 Proceso de biotransformacion

1.4.1 Fermentacién, una alternativa muy real
La obtencidn de materias primas y compuestos de valor a partir de subproductos alimentarios
de manera eficiente y competitiva de cara a su aceptacion por el mercado es uno de los
principales objetivos y retos tecnoldgicos a los que se enfrenta la industria alimentaria y de
valorizacion de residuos. En este sentido, existen numerosas experiencias y estudios que
demuestran el elevado contenido de compuestos de valor en la mayoria de los subproductos

desechados por la industria agroalimentaria [114-116].

Ademas de la extraccién directa de los compuestos de valor presentes en los subproductos
(fibras, antioxidantes, antimicrobianos, pectinas, pigmentos...), una alternativa que ha

generado un creciente interés es el desarrollo de bioprocesos, que permiten la transformacion
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de los subproductos en compuestos o productos de valor afiadido [116-119]. Los bioprocesos,
basados tanto en fermentaciones sumergidas como en medio sélido, presentan un amplio

campo de aplicaciones para la valorizacion de estos subproductos [120,121].

Dependiendo de los casos, el producto a obtener sera la propia biomasa de microorganismos,
el medio fermentado o un compuesto o compuestos presentes en dicho medio y que habra que
purificar mediante procesos de down stream (filtracion, centrifugacion, floculacion,

precipitacién, absorcidn...).

La optimizacion y escalado de este tipo de procesos puede suponer el desarrollo de nuevas
actividades de base biotecnolégica, lo que permitird un aprovechamiento de los subproductos
y el suministro de materias primas y productos de valor afiadido competitivos a sectores tan
variados como la alimentacién animal y humana, la cosmética, la farmacéutica o la industria

quimica.

En el campo de la fermentacion industrial, se diferencian claramente dos tipos de
fermentacién: la fermentacion en estado sélido (SSF) y la fermentacién en estado sumergido
(SmF).

1.4.2 Fermentacién en estado sélido (SSF)
La SSF se define como el bioproceso de fermentacion llevado a cabo en medio sélido a baja
actividad de agua (Aw 0,6-0,9) pero siempre por encima de la necesaria para permitir el
crecimiento y actividad metabdlica del microorganismo. La matriz sélida puede ser la fuente
de carbono y nutrientes, o también, un material de apoyo para el crecimiento del
microorganismo al que se le afiade un caldo de crecimiento [122]. La ventaja de la SSF es
proporcionar a los microorganismos un entorno lo mas parecido al habitat natural y desde
donde estan aislados, siendo este uno de los principales factores por el cual se obtienen
mayores rendimientos que en procesos de SmF [123]. Es ademas, un proceso de fermentacion
especialmente apropiado para hongos filamentosos, dada su capacidad especial para penetrar

en la masa de los sélidos y debido a que permite una alta aireacién [124].

Este proceso esté cada vez mas ligado al concepto de valorizacidn de descartes o subproductos
alimentarios [125] dado que el uso de subproductos agroindustriales como materia prima en
los procesos de SSF aumenta el valor econdmico de los mismos al mismo tiempo que evita el

gasto y el impacto ambiental de tener que eliminarlos [126-128].

Se observa una tendencia creciente al uso de esta tecnologia en el campo de la biotecnologia

debido a su simplicidad y capacidad para realizar la bioconversién de sustratos sélidos de bajo
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coste con mayores productividades en muchos de los casos en comparacién con la tecnologia
de SmF [129-131], debido sobre todo a problemas de transferencia de masa por fendmenos
reoldgicos en los medios de fermentacion. Ademas, la SSF presenta una ventaja al no necesitar
de procesos estrictamente estériles debido a la ausencia de una fase liquida que proporcione

un mayor crecimiento de bacterias por contaminacion.

Ademas de los beneficios ya sefialados, la SSF requiere de pocos reactivos y/o nutrientes
adicionales ya que el propio producto contiene normalmente los nutrientes necesarios para el
proceso, y por lo general, requiere de bajo consumo de energia ya que la agitacién y la
esterilizacion no siempre son necesarias [132], es por ello que se presenta como un proceso

con numerosas ventajas medioambientales [117].

A pesar de todas las ventajas mencionadas, 10s equipos de fermentacion presentan una serie
de complejidades al ser una tecnologia en continuo estudio con desafids por solucionar como:
la transferencia de masa y calor, el escalado y el control operacional [125,133]. Ademas, el
uso de sustratos naturales a menudo estd limitado por su baja reproducibilidad y
heterogeneidad, lo cual plantea problemas en los estudios de cinética y composicion, los cuales
son necesarios para el desarrollo 6ptimo de los biorreactores. Esta heterogeneidad también esta

relacionada con la porosidad, la cual puede provocar problemas de transferencia de calor [125].

Otro problema a tratar es la determinacidon de la biomasa producida, especialmente por hongos

filamentosos los cuales generan una estrecha interaccion entre micelio y sustrato [90,134].

Una vez seleccionados los dos componentes principales del proceso (el microorganismo vy el
sustrato), se debe estudiar la fisiologia del microorganismo y los factores fisicoquimicos que
son necesarios para su desarrollo éptimo, que incluyen humedad inicial, tamafio de particula,
pH, temperatura, composicion de medios, esterilizacion, actividad de agua, densidad del
inéculo, agitacidn, aireacion y tratamiento del producto final. Estos deben optimizarse en base
a experimentos de disefio factorial y superficie de respuesta para identificar los factores criticos

y sus interacciones [123].

El estudio de transferencia de calor y masa son los aspectos mas criticos del proceso y plantean

un desafio a la hora de disefiar y escalar los procesos en estado sélido [135,136].

El nimero de tipo de biorreactores usados en la SSF a nivel piloto y/o industrial es reducido
debido a diversas razones [137], tales como, la eliminacién de calor generado en grandes
volimenes de sustrato, control de los pardmetros de proceso (agitacion, oxigeno y

temperatura), naturaleza del sustrato y necesidad de un pretratamiento (esterilizacion,
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inoculacién) y control de los factores de manejo como el llenado, vaciado y limpieza del
reactor. Los biorreactores pueden clasificarse teniendo en cuenta diversos factores, siendo
habitual diferenciarlos teniendo en cuenta el mezclado del sustrato y la aireacion del sustrato.
De esta manera existen los fermentadores en bandeja, los fermentadores de lecho,
fermentadores de aireacion forzada y fermentadores con mezclado continuo o

intermitente [125].

La fermentacidon en bandejas se ha utilizado tradicionalmente para la produccion de
alimentos fermentados como tempeh, miso, koji o salsa de soja en paises asiaticos [99]. Las
bandejas se apilan unas encima de otras a temperatura y humedad controlada y el escalado se

logra aumentando la superficie de las mismas.

En los fermentadores de lecho la aireacion forzada ayuda a la reposicién de oxigeno y
humedad sin necesidad de mezclado. Aun asi, este sistema puede no ser adecuado para el

crecimiento microbiano, sobre todo en hongos filamentosos.

Los fermentadores de aireacion forzada emplean pulsaciones periddicas de aire a presion
con el fin de obtener una mejora en la actividad microbiana y disminuir la heterogeneidad del
proceso. Los ciclos repetidos simulan la accion de mezclado, con la ventaja de que no actian

como cortes y no destruyen asi el micelio de los hongos y la actividad microbiana.

Los reactores de tipo tambor rotatorio (rotating drum biorreactor, RDB), se clasifican dentro
de los reactores con mezclado continuo o intermitente. Estos reactores se componen de un
contenedor en forma de tambor que consta de la pared del tambor, el espacio de cabezay el
sustrato. El aire se introduce por un extremo al espacio de cabeza y el biorreactor se puede
girar de manera intermitente o continua para facilitar su mezcla mediante la accién de rotacion
del mismo tambor. También se puede utilizar una paleta cuando el tambor esta montado en un
eje central, con movimiento de este eje y manteniendo el tambor restante estatico. En los
reactores de tipo tambor, el espacio Util es de alrededor del 30% del volumen ya que una alta
carga de sustrato deriva en un bajo rendimiento. Existen modelos Utiles de prediccién de
transferencia de calor en este tipo de reactores [138], aunque muestran cierta dificultad de
control de temperatura en altas cargas de sustrato. Estos proporcionan un mayor control sobre
los factores de proceso en comparacion con los fermentadores en bandeja y los de lecho,
aunque también presentan dificultad con la esterilizacién, extraccion de productos y

tratamiento post-fermentacién. Los disefios modulares patentados por Biocoon Ltd [139] y
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Novozyme [140] son prometedores en cuanto a la obtencién de sistemas estancos para el

conjunto del proceso.

En la fermentacién en lecho fluido el sustrato y el microorganismo se mantienen
constantemente en estado fluido por la accion del flujo ascendente de aire. Su aplicacion es
limitada y es ademas altamente energética, por lo que casi apenas hay estudios realizados hasta

el momento [125].

Al igual que otros hongos filamentoso, Rhizopus sp. puede ser utilizado como agente
transformador durante la SSF para fermentar desechos agroindustriales con el fin de obtener
productos con mayor valor nutritivo, especialmente en contenido de proteinas y enzimas [141]
mediante esta tecnologia. El uso de estos desechos como las principales fuentes de carbono y
energia para la produccion de proteina microbiana (SCP) o fungica (Fungal bioprotein, FBP)
y compuestos aromaticos y antioxidantes [58,142,143] ha recibido una considerable atencién
en los ultimos afios debido al bajo coste de la materia prima [119]. El proceso de fermentacion
permite mejorar tanto la digestibilidad de los productos debido al gran rango de enzimas
producidas por hongos del género Rhizopus (lipasas, amilasas, celulasas, proteasas...) las
cuales van a ayudar al digerido de los nutrientes, como modificar su composicion nutricional
con un aumento notable en el contenido proteico [144,145] y mejorando el perfil aminoacidico
de la mezcla [59]. Ademés, también aumenta la capacidad antioxidante de los productos
fermentados [146,147]. Estas caracteristicas pueden darle un valor afiadido al producto final,

lo que puede generar gran interés entre los productores de piensos.

Los ejemplos publicados a escala laboratorio mejoran el perfil nutricional (sobre todo proteico
y graso), entre los que se encuentran la pulpa de manzana [148], el salvado de arroz [144,145]
y desechos de mango [149]. En todos los casos hay aumento proteico significativo del orden
de 50-80%, aunque apenas profundizan en el estudio del perfil aminoacidico y/o perfil graso,
la composicion de fibra, la digestibilidad proteica de los mismos y su adecuacién y
comparativa con las fuentes actuales de materias primas para piensos y/o alimentacion

humana.

1.4.3 Fermentacién sumergida (SmF)
La SmF utiliza medios liquidos para el crecimiento de los microorganismos y/o la produccién
de compuestos de interés. En comparacion con la SSF la posibilidad de controlar factores

ambientales como temperatura, aireacion y pH, es mas sencilla, manteniendo mas estable el
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medio de crecimiento [134]. Aun asi, existen diversas complicaciones a la hora de trabajar con

hongos filamentosos en SmF debido a su morfologia [150].

Los hongos filamentosos son microorganismos morfolégicamente complejos, que exhiben
diferentes formas estructurales a lo largo de sus ciclos de vida. La estructura vegetativa basica
del crecimiento consiste en un filamento tubular conocido como hifa que se origina a partir de
la germinacion de una sola espora reproductiva. A medida que la hifa continda creciendo, con
frecuencia se ramifica repetidamente para formar una masa de filamentos de hifas denominada
micelio. Cuando se cultivan en cultivos sumergidos, estos hongos exhiben diferentes formas
morfolégicas, que van desde filamentos miceliales, grumos y hasta masas miceliales
densamente entrelazadas, denominadas granulos o pellets [151,152]. En los biorreactores, los
micelios filamentosos o agrupados pueden aumentar la viscosidad del medio, envolverse
alrededor de los impulsores [83] y bloquear el transporte de nutrientes; lo cual puede llevar a
una disminucién en la eficiencia de produccién. El crecimiento de hongos en forma de pellets
se define como la morfologia deseable para la fermentacién industrial porque no solo reduce
la viscosidad del medio o la posibilidad de enrollarse alrededor de los impulsores, sino que
también permite la reutilizacion de la biomasa de hongos, mejora la reologia del cultivo
mediante una mayor transferencia de masa y oxigeno y reduce el consumo de energia para la
aireacion y agitacion. Muchos factores como la agitacion, los nutrientes del medio, el pH, los
aditivos y el tamafio del indculo influyen en la morfologia de los hongos filamentosos, aunque
a menudo el estudio de la formacién de pellets de hongos se limita a nivel de una cepa
individual [153,154].

Rhizopus puede utilizarse durante la SmF como agente valorizador dentro del programa de
sostenibilidad de la industria alimentaria que genera grandes volimenes de desechos con gran
carga organica y que por lo tanto es necesario tratarlos antes de ser desechados. Estos
subproductos pueden utilizarse como medio de crecimiento del hongo para disminuir la DQO
y a su vez para la obtencion de productos de valor afiadido. El uso de estos desechos como
fuentes principales de carbono y energia para la produccién de SCP o FBP ha recibido mucha
atencion en los Gltimos afios con el fin de mejorar el aspecto medioambiental de estos procesos
y dar un valor afiadido a los desechos liquidos de las industrias alimentarias. Esta practica se
ha estudiado con diversos hongos filamentosos como Rhizopus oryzae, Aspergillus oryzae,
Mucor indicus y Neurospora Intermedia entre otros, con el objetivo de obtener diversos
productos de interés como la propia biomasa del hongo como fuente de proteina, AA y

quitosano, ademas de etanol y &cidos organicos. Entre los subproductos fermentados se
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encuentran materiales lignoceluldsicos, aguas residuales, vinaza y productos lacteos [105,155-

162].
Tabla 4. Diferencias entre la fermentacion en estado s6lido (SSF) y la fermentacién sumergida
(SmF).

Parametros SSF SmF

Ausencia de agua
como disolvente

- Menor tamario de reactor
- Menor posibilidad de
contaminacion

- Ausencia de formacion de
espuma

- Menores costes de
tratamiento de efluentes

- Grandes volimenes de reactor
- Aw elevadas con mayor
riesgo de contaminacion

- Posibilidad de formacion de
espuma y mayores costes en
tratamiento de efluentes

Sustrato de
fermentacién

- Bajo coste
- Minima necesidad de
suplementacion

- A veces requiere el uso de
productos quimicos, generando
mayor coste

Adaptacion del
hongo

- La naturaleza sélida del
medio se asemeja a la propia
del microorganismo

- No es el habitat natural del
hongo

Productividad

- Citada como mayor en varios
estudios

- Menor productividad cuando
se utilizan hongos

Procesos downstream

- Mayor simplicidad debido a
que el producto esta méas
concentrado

- Mayores costes por la
purificacion y concentracion
del producto final

Aspectos
medioambientales

- El uso de desechos organicos
como sustrato ayuda al control
del desperdicio alimentario

- En caso de necesitar
complemento sintético, mayor
impacto ambiental

Escalado

-Caro y complejo

-Comparativamente sencillo y
barato

Control de las
variables del proceso

-Dificil

-Facil

Tabla de elaboracién propia, en parte adaptada de Nigam, Pandey [163],Arora et al. [125].

1.5 Productos de interés a partir de Rhizopus

El género Rhizopus es un conocido productor de diversos metabolitos con una gran
importancia en la industria alimentaria y quimica. Los &cidos orgéanicos (acido lactico y &cido
fumaérico), enzimas (celulasas, pectinasas, amilasas ...), ésteres, alcoholes, compuestos
volétiles, FBP y productos nutricionalmente enriquecidos pueden producirse mediante la

fermentacién de Rhizopus utilizando diversas fuentes de carbono [164-176].
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La Figura 17 muestra un mapa sobre el esquema de biorrefineria basada en productos

fermentables por Rhizopus y los productos derivados de la fermentacién [177].
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Figura 17. Esquema general de una biorrefineria basada en Rhizopus, que ilustra las
alternativas de materia prima, asi como las opciones de productos obtenidos, incluidos
metabolitos, enzimas y posibles aplicaciones de la biomasa. Figura adaptada de Ferreira et al
[177].

1.5.1 Acidos organicos
La produccién de acidos orgénicos es una de las aplicaciones méas estudiadas y conocidas del
género Rhizopus. Durante la glucdlisis, todas las fuentes de carbono fermentables se
metabolizan a piruvato y se distribuyen posteriormente en las vias que conducen a la formacién
de L - (+) - &cido lactico, acido fumarico y etanol [87,178] (Figura 16).

Los &cidos organicos lactico, fumarico y malico son los de mayor produccion por parte de
Rhizopus sp [179]. El &cido fumarico es comUnmente utilizado como acidulante e ingrediente
en bebidas, el acido lactico se utiliza como acidulante, aromatizante y conservante en la
industria de la alimentacion, aunque también se utiliza en la industria farmacéutica [88] y el

acido malico se utiliza como aditivo alimentario.

Las cepas de Rhizopus oryzae han sido clasificadas en dos grupos, productoras de acido lactico
y productoras de acido fumarico y malico [180], donde las cepas productoras de fumarico no
producen &cido lactico, debido a la ausencia del gen Idh responsable de su produccion. En
cambio, las cepas productoras de &cido lactico no liberan &cido fumarico, si bien lo utilizan

como intermediario del ciclo TCA (Figura 16).

Diversos estudios han optimizado los procesos de produccién de &cidos orgéanicos a partir de

subproductos de la industria alimentaria, utilizando la SmF a partir de almidén de patata [91],
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cascarilla de trigo [181], cascarilla de maiz [176] o subproductos de la industria de zumos de
manzana [182], ademas del uso de ingenieria genética para aumentar su produccion, ya sea

por mutaciones al azar [183,184] o por mutaciones dirigidas [94].

Uno de los factores mas importantes para promover la produccion de acidos organicos en
R. oryzae es una proporcion alta de C:N (120: 1- 150: 1) [185]. Agregar un agente neutralizante
como el carbonato calcico y mantener un alto nivel de oxigeno disuelto en el medio de
fermentacién, también son estrategias posibles para mejorar el rendimiento [186-188]. Niveles
altos de oxigeno limitan la cantidad de etanol producido y, por lo tanto, conducen a mayores
rendimientos de acidos organicos, obteniéndose rendimientos de hasta 0,9 g de lactico/g de

azucar y 0,85 g de fumarico/g azucar en condiciones 6ptimas [80].

El aumento de la viscosidad del medio y la disminucién del pH durante el proceso de
fermentacién hace que la produccién de &cidos orgénicos disminuya [189,190], debido a una
inhibicion del hongo. Con el objetivo de mejorar estas condiciones se han planteado soluciones
para inmovilizar las cepas Rhizopus durante el proceso de fermentacién para evitar un aumento
de viscosidad del medio [191,192] y el uso de procesos de fermentacion extractiva como

alternativa a la adicion de sales alcalinas para el mantenimiento del pH [193].

1.5.2 Fungal bio-protein (FBP)

A las células secas de los microorganismos (algas, bacterias y hongos) para su uso como
alimento o pienso se les conoce como “single cell protein” (SCP). En el caso de hongos
también se utiliza el término “fungal bio-protein” (FBP) [194]. Estos productos son ricos en
proteina y es por ello que podrian utilizarse como suplementos de la dieta humana o animal
[195]. Los hongos filamentosos son ricos en vitaminas del grupo B y aportan un porcentaje
elevado de proteina (30-70%) mientras que el aporte de &cidos nucleicos no es muy elevado
(9,7%) en comparacién con otros microorganismos [196]. Ademé&s aportan un perfil
aminoacidico de acuerdo a lo aconsejado por la FAO [197], una facil separacion del medio y
sabor y olor agradable [155].

Siguiendo lo publicado por Upadhyaya et al. [194], los microorganismos utilizados con esta

finalidad deberian de poseer las siguientes caracteristicas.
e Gran afinidad al sustrato.
e Requerimientos nutricionales bajos.

e Habilidad para utilizar sustratos complejos.
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e Habilidad para obtener gran densidad de biomasa.
e Capacidad para una multiplicacion estable.

e Capacidad para modificaciones genéticas.

e Buenatolerancia a cambios de temperatura y pH.
e Composicidn equilibrada de proteinas y lipidos.

e Bajo contenido en &cidos nucleicos, buena digestibilidad y que no produzca

compuestos toxicos.

Teniendo en cuenta todas las caracteristicas mencionadas y los aspectos destacados en el
apartado anterior, R. oryzae puede considerarse un buen candidato para la produccién de FBP.

Ademaés, hasta ahora no se ha descrito produccion de micotoxinas por parte de esta especie.

La biomasa de hongos comestibles puede ser utilizada como fuente de proteinas alternativa a
la proteina animal o a otros ingredientes vegetales habitualmente utilizados en piensos para
acuicultura y ganado como la soja, el trigo o el maiz, ya que pueden llegar a presentar un
contenido de proteinas en torno al 30-70% [105,155,156].

El valor alimenticio y la utilidad depende del contenido de nutrientes y la composicion de la
biomasa obtenida. Los componentes principales son proteinas, carbohidratos, AG,
componentes de la pared celular, acidos nucleicos y vitaminas y la composicion de la proteina

siempre debe ser analizada [196].

La biomasa de Rhizopus ya ha sido testada como sustitutivo de harina de pescado en
alimentacion de peces [198,199], donde se han obtenido respuestas fisioldgicas similares y
buenas tasas de crecimiento en comparacion con la alimentacién a base de harina de pescado.
Por lo tanto, la biomasa de Rhizopus podria presentar una alternativa a las grandes cantidades

de harina de pescado necesarias para la acuicultura.

1.5.3 Quitosano y quitina
La quitina es un polisacarido (B-(1,4)-2-acetamido-2-deoxi-D-glucopiranosa) donde cada
residuo individual es N-acetil-D -glucosamina, y se utiliza como agente coagulante en el
tratamiento de agua, agentes de revestimiento de semillas de plantas en agricultura y para

formacidn de biomateriales en biomedicina [173].

El quitosano es un polisacarido hidrofilico lineal compuesto de cadenas de

glucosamina B- 1,4- D con menor grado de acetilacion que la quitina (<30-40%). Se produce
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por desacetilacién de la quitina que se encuentra en el exoesqueleto de algunos crustaceos e
insectos, aunque también puede aislarse de la pared celular de los hongos Zygomycetes [200]
ya que presenta funciones protectoras y de soporte en las paredes celulares de los
Zygomycetes [201]. El quitosano tiene muchas mas aplicaciones en la industria alimentaria,
cosmética y farmacéutica debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad, propiedades

formadoras de pelicula y quelantes, junto con su actividad antimicrobiana [174].

El uso de hongos filamentosos para la produccion de quitosano mediante SmF de diversos
subproductos agroindustriales ha sido ampliamente estudiado. Entre los subproductos
encontramos lactosuero [70,71], paja de maiz [174], descartes de manzana [202] y descartes

de citricos [203] entre otros.

1.5.4 Péptidos bioactivos
Los péptidos bioactivos son definidos como fragmentos de proteinas especificas que ejercen
una funcién reguladora en el organismo humano, resultando en un impacto positivo en las
funciones bioldgicas y en la salud [204]. Los péptidos bioactivos tienen un amplio espectro de
funciones bioldgicas y pueden clasificarse como antimicrobianos, antitrombéticos,
antihipertensivos, opioides, inmunomoduladores, antitumorales y antioxidantes, entre otros
[205-207]. Estas funciones estan asociadas a ciertos péptidos, con un tamafio de entre 2 a 20

AA 'y pesos moleculares menores de 6000 Da [208].

El interés por alimentos funcionales con un efecto positivo en la salud estd aumentando
notablemente, es por ello, que existen infinidad de estudios cientificos sobre la obtencién y
caracterizacion de péptidos activos derivados tanto de proteinas de origen animal como vegetal
[209,210].

Muchos alimentos pueden ser fuentes potenciales de estos péptidos bioactivos, pero no son
funcionales debido a que se encuentran como parte de la secuencia proteica y resultan de la
hidroélisis que se da durante el durante el procesado de los alimentos, como por ejemplo la

fermentacién [211-214], o mediante el uso de enzimas comerciales [215,216].

El uso de compuestos antioxidantes y antibacterianos es de vital importancia en la industria
alimentaria para poder preservar los alimentos por mas tiempo, sin embargo, el uso de
compuestos sintéticos estd limitado por su posible efecto adverso [217]. En consecuencia,
muchos investigadores estan buscando antioxidantes naturales en los alimentos que puedan

retardar su deterioro.
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Numerosos estudios han analizado las propiedades antioxidantes de hidrolizados enzimaticos
de diversas fuentes de proteina vegetal, como el salvado de arroz, la semilla de cafiamo, la
soja, semilla de lino, semilla de girasol, cebada, avena y la proteina de microalgas entre otros
[209,217], utilizando enzimas comerciales como pepsinas, pancreatinas, alcalasas y tripsinas.
Ademas, se han determinado actividades antioxidantes y antimicrobianas en diversos extractos
de setas [218].

Existen diferentes factores que afectan la actividad antioxidante de los hidrolizados, como el
peso molecular, la concentracion, el grado de hidrélisis (GH) y la composicion de AA.
A diferencia de los péptidos con actividad antihipertensiva, las propiedades antioxidantes

también son comunes en las proteinas y no solo se limitan a los péptidos [217].

Una de las maneras de obtener nuevas moléculas activas puede ser mediante la fermentacién
microbiana de diversos subproductos ricos en proteinas. Rhizopus sp. es conocido productor
de proteasas extracelulares [219,220] de tal manera que su accion fermentativa podria producir
péptidos bioactivos de interés. Existen diversos estudios sobre el efecto de la SSF en la
liberacidn de compuestos bioactivos debido al efecto de las proteasas producidas por el propio
hongo [213]. En concreto, Meinlschmidt et al. [212] mostraron propiedades inmunolégicas,

sensoriales y fisicoquimicas de las proteinas de soja fermentada por R. oryzae.

Ademaés, la biomasa de Rhizopus sp. al ser rica en proteina (30-60%) puede ser sometida a un
proceso de extraccion proteica para poder asi obtener un concentrado proteico y someterlo a

la accion de enzimas para la liberacion de posibles péptidos bioactivos [215].

1.5.5 Enzimas
Dada la gran diversidad metabdlica de los hongos del género Rhizopus, estos organismos se
han usado ampliamente para la produccién de varias enzimas industriales, principalmente
hidrolasas (E.C. 3)

Asi, las especies de Rhizopus son conocidas por ser capaces de utilizar el almidén como fuente
de carbono debido a la produccion de enzimas amilasas, entre ellas la a-amilasa, isoamilasa y
glucoamilasa. El uso comercial de Rhizopus para la produccion de amilasas [221-223] es de

gran interés en la industria alimentaria para la produccién de glucosa y jarabe de glucosa.

También es conocida la habilidad de degradar pectinas [224-228]. Estos heteropolisacaridos
complejos formados por una cadena de acido galacturdnico unido por enlaces de o-1,4 y
monomeros de azlcar son constituyentes de las paredes celulares de las plantas por lo que las

pectinasas se usan para aumentar el rendimiento y clarificacion de los zumos.
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Otro polisacéarido de las paredes celulares de las plantas es la celulosa. EI complejo de enzimas
celulasas necesaria para la hidrélisis completa de la celulosa esta compuesto por tres enzimas:
endoglucanasas, exoglucanasas y B-D-glucosidasas. Diversos estudios se han centrado en la

produccion de este tipo de celulasas por parte de Rhizopus [229-233].

Otra de las enzimas con gran interés en el sector agroalimentario son las fitasas. La fitasa es
una enzima importante en la industria de alimentos o piensos porque cataliza la hidroélisis del
fitato, un compuesto antinutricional presente en cereales, granos y plantas, eliminando asi la
necesidad de un suministro adicional de nutrientes y proporcionando y aumentando la
biodisponibilidad del fésforo y otros suplementos vitales presentes en los alimentos [234].
Diferentes publicaciones describen la utilizacién de Rhizopus en el sector de piensos [235-
241].

Teniendo en cuenta el uso de Rhizopus oryzae en la produccion de alimentos proteicos y su
habilidad para mejorar la digestibilidad como en el caso del tempeh [242], no cabe duda de
gue es un gran productor de proteasas [243-248]. Las proteasas son de gran interés debido a

su variedad de aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y biotecnoldgica [243].

Las lipasas tienen una gran importancia en la industria debido a su amplio espectro de
especificidad de sustrato. Pertenecen a un grupo de enzimas hidroliticas cuya funcién es
catalizar la hidrolisis de los triglicéridos en AG libres, glicerol y mono y diacilgliceroles. Sin
embargo, en solventes no acuosos, estas enzimas son capaces de sintetizar enlaces éster, que
facilitan la transesterificacion de los triglicéridos [249,250]. Las lipasas son biocatalizadores
versatiles en la industria farmacéutica, de alimentos, biocombustibles, cosméticos,
detergentes, cuero, textiles y papel [251]. De gran interés es la produccion de lipasas

comerciales mediante hongos, entre los cuales se encuentra Rhizopus [252-257].

1.5.6 Antioxidantes
Diferentes extractos de plantas y cereales contienen moléculas con capacidad antioxidante que
reducen los radicales libres, incluidos los compuestos fendlicos. Sin embargo, la mayoria de
los compuestos fendlicos estan unidos a los polisacaridos de la pared celular por lo que su
biodisponibilidad es escasa [258,259], por lo que las enzimas (celulasas, pectinasas y
a- amilasas entre otras) producidas por microorganismos pueden liberar compuestos fenélicos
ligados a la matriz de plantas y cereales y, de esta manera, aumentar la capacidad antioxidante

de los alimentos o subproductos de la industria alimentaria [147].
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En los ultimos afios ha ganado interés el uso de la SSF de subproductos agroindustriales para
la liberacion de estos compuestos con capacidad antioxidante mediante la accién de enzimas
producidas por hongos filamentosos [260] con el objetivo de aumentar el valor de los
subproductos. Entre los subproductos estudiados se encuentran el bagazo de cerveza, el

salvado de arroz y diversas plantas [59,260-263].

1.5.7 Otros
El uso de Rhizopus oryzae se ha estudiado también para la produccién de aromas y etanol
mediante SSF y SmF. Entre los trabajos cabe destacar la produccion de aromas mediante SSF
de diversos descartes agroindustriales, soja, grano de amaranto y aceite de soja [169,264] y en

residuos de las almazaras [265].

La capacidad de Rhizopus para producir etanol en condiciones de oxigeno limitado [266,267]
se ha aprovechado con diferentes subproductos agroindustriales como pulpa de mandioca,
residuos de la industria del papel y la madera, paja de arroz y descartes de citricos [203,268-
272].
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Objetivos

Dentro de una estrategia general de disminuir el impacto ambiental y econdmico debido al

tratamiento de residuos de la industria alimentaria, se pretende generar productos de interés

gue aporten ingresos econémicos en la cadena alimentaria y estén destinados como materias

primas para piensos y/o alimentaciéon humana. Asi pues, el objetivo general de esta tesis es

desarrollar procesos biotecnolégicos mediante fermentaciones con el hongo filamentoso

Rhizopus sp. que permitan la valorizacion integral de diversos subproductos de la industria

alimentaria y la generacién de compuestos de alto valor.

Para la consecucidn de este objetivo se llevaron a cabo los siguientes objetivos especificos:

1.

Aislar e identificar cepas ambientales de Rhizopus sp., caracterizando y mejorando si
es posible, sus capacidades metabdlicas para la produccién de acidos organicos,

biomasa y proteina.

Desarrollar modelos de crecimiento y optimizar las condiciones de crecimiento y
produccion de proteina durante la fermentacién en estado sélido utilizando sustratos
modelo y subproductos de la industria alimentaria.

Desarrollar modelos de crecimiento y optimizar las condiciones de crecimiento y
produccion de proteina durante la fermentacién sumergida utilizando sustratos

modelo y subproductos de la industria alimentaria.

Obtener biomasas fangicas y harinas con alto valor nutricional para su uso en
alimentacion humana y/o animal, incluidos hidrolizados de proteina con bio-

actividades de interés.

Proponer un pre-escalado y estimar la viabilidad técnico-econémica preliminar del

proceso de fermentacion en estado sélido.
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3.1 Subproductos utilizados
Durante la elaboracién de los trabajos presentados en esta tesis se ha utilizado una gran
diversidad de subproductos. La Tabla 5 resume los subproductos y los apartados de resultados

y discusién donde son utilizados como sustratos.

Tabla 5. Resumen de subproductos y apartados de resultados y discusion en los que son
utilizados como sustrato.

Ingrediente Apartado ()
Peladuras de patatas 4.2
Frutas 4.2
Alperujo 4.2
Posos de café 4.2
Lactosuero 4.3
Melaza de naranja 4.3
Bagazo de cerveza (BSG) 44y46
Mix frutas y verduras modelo 4.5
Mix real frutas y verduras 45y4.6
Mezcla de ensilado 4.6

Las peladuras de patata fueron suministradas por Natuber S.L (Vitoria, Espafia) como
resultado del proceso de produccién comercial de patatas fritas. Se almacenaron a -18 °C en

las instalaciones de AZT1 y justo antes de su uso, se blanquearon a 98-100 °C durante 1 minuto.

Las manzanas, peras y naranjas fueron proporcionadas por tiendas locales. Se trituraron
durante 4 minutos a baja potencia y alta temperatura en una Thermomix (Vorwerk, Alemania)
hasta obtener un puré. La temperatura maxima durante la mezcla fue entre 85-93 °C. La cascara
de naranja se cort6 en trozos de 1 mm (aprox.) mediante un tratamiento similar, pero sin
aumento de temperatura. Las muestras se almacenaron a -18 °C hasta su uso. Justo antes de su

uso se descongelaron en un bafio de agua a 45 °C hasta su total descongelacion.

El alperujo se recolectd tras la campafia de extraccion de aceite de 2011 de la Cooperativa La
Milagrosa De Monterrubio (Monterrubio de la Serena, Espafia). La muestra se almacend a
- 18°C hasta su utilizacion y se descongel6 justo antes de usarla a 4 °C durante 24 h. Después
de la descongelacion, las muestras se diluyeron agregando agua destilada hirviendo en una

proporcion de 1:2 (peso agua/peso sustrato) y se ajusté el pH a pH =6,5 con NaOH 1 M.

Los posos de café fueron proporcionados por el gestor de residuos Ekogras (Etxarri-Aranaz,

Espafia) y se congelaron a -18 °C hasta su uso. Se descongelaron justo antes de usarlos a 4 °C
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durante 24 h. Después de la descongelacion, las muestras se diluyeron agregando agua
destilada hirviendo en una proporcion de 2:1 (peso agua/peso sustrato) y se ajusto el pH a
pH=6,5 con NaOH 1M.

La muestra de lactosuero vacuno se obtuvo de una fabrica de quesos comercial (Vascolac S.L.
Zamudio, Espafia) y se almacend a -18 °C en bidones de 5 litros. Se descongeld en un bafio de

agua a 45 °C y se calent6 a 110 °C durante 1 minuto para eliminar las proteinas precipitadas.

La melaza de naranja deriva del proceso industrial de extraccion de zumo de naranja
(Indulleida S.A. Vilanova de Segria, Espafia). La melaza se almacend a -18 °C en bidones de
5 litros y se descongeld justo antes de su utilizacion en un bafio de agua a 45 °C. Tanto el

lactosuero como la melaza de naranja se esterilizaron (121 °C, 15 min) antes de la inoculacion.

El BSG fue proporcionado por la cooperativa Boga (Mungia, Espafia) como subproducto del
proceso de elaboracion de cerveza de cebada. La muestra se congelé a -18 °C hasta su uso.
Despueés de la descongelacion (18 horas, 4 °C), la muestra se esterilizé a 110 °C durante 15
minutos y se enfri6 a temperatura ambiente en condiciones estériles antes de la inoculacién.

En algunos casos, se considerd interesante utilizar como sustrato de fermentacién un mix de
frutas y verduras. En primer lugar, se utiliz6 una mezcla modelo de frutas y verduras. Este
sustrato estaba compuesto por 19,3% de tomate, 40,3% de manzana, 10,5% de ciruela,
24,6% de pepino y 5,3% de vaina. La mezcla se trituré hasta obtener un puré y se extrajo el
agua utilizando una malla. La muestra se trat6 por exposicién a UV durante 1 h. Cuando se
utiliz6 una mezcla real de frutas y verduras, esta fue suministrada por Mercabilbao (Basauri,
Espafia). La mezcla (48 kg) estaba compuesta por 28,6% de frutas citricas (53,6% mandarina,
43,5% naranja y 2,9% limon), 34,7% de otras frutas (28,7% nectarina, 19,2% manzana,
19,2% pera, 15,6% sandia, 15,0% granada y 2,4% platano) y 36,7% de verduras
(16,9% tomate, 13,0% calabaza, 11,9% cebolla, 11,3% vaina, 7,3% pimiento, 6,2% berenjena,
5,6% puerro, 5,6% alcachofa, 5,6% berza, 5,1% zanahoria, 2,8% brdcoli, 2,3% patata,
2,3% espérragos, 2,3% acelga y 1,7% lechuga). Las muestras se trituraron hasta un tamafio
aproximado de 1 cm (Robot coupe R 10 v.v, Vicennes, Francia), se centrifugaron en una
centrifuga de eje vertical con filtro (Comteifa 1950 RPM, Bacelona, Espafia) y se obtuvieron
13,4 litros de lixiviado de los 48 kg de muestra inicial. Se utilizé la parte solida (sélidos de
frutas y verduras, FVS) para los procesos de SSF desarrollados en los apartados 4.5y 4.6 de
resultados y discusion y el lixiviado (FVL, lixiviado de frutas y verduras), para la SmF del

apartado 4.5 de resultados y discusion. No se requirio ningln ajuste para estos sustratos. La
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muestra solida se secd a 60 °C durante 2 horas. Las muestras solidas y liquidas se esterilizaron

(121 °C, 15 min) antes de la inoculacion.

Las pruebas de ensilados (apartado 4.6 de resultados y discusion) se realizaron en una mezcla
comercial preparada en las propias instalaciones de la empresa de acuerdo con las
especificaciones de los especialistas y compuesta por restos de brécoli (30%), un mix de
descartes de vegetales congelados (25%), descartes de alcachofa (20%), cascarilla de avena
(12%) y paja de cebada (13%).

3.2 Recuento de hongos y bacterias

Durante los analisis microbiol6gicos se utilizo agar PDA (Potato dextrose agar, Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) para la propagacién y el recuento de hongos y medio TSB
(Tryptone soya broth, Oxoid Basingstoke, Reino Unido) y agar PCA (Plate count agar, Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) para la propagacion y el recuento de bacterias. En todos los casos
se utilizd agua de peptona tamponada (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) para realizar las

diluciones.

Cuando fue necesario se afiadié suplemento selectivo de cloranfenicol (Thermo Scientific,
Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) a las placas de agar PDA para inhibir el crecimiento

bacteriano.

En la prueba de ensilados del apartado 4.6 de resultados y discusion el recuento de
microorganismos aerobios mesoéfilos totales se llevo a cabo en agar TSA (Tryptone soya agar,
Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) y en agar TSA + cloranfenicol para la determinacién de

levaduras y hongos.

Todos los medios se prepararon segln lo recomendado por el fabricante y se esterilizaron a
121 °C durante 15 minutos. La determinacién fungica y bacteriana total se realiz6 a 30 °C
durante 48 h.

La suspensidn de esporas para los procesos de fermentacion se prepar6 mezclando el micelio
formado en una placa de agar PDA inoculada (después de 5 dias de incubacién a 30 °C), con
20 ml de agua destilada estéril con Tween 80 al 0,01% v/v (Merck, Darmstadt, Alemania).
Esta solucién se mantuvo durante 24 horas a 30 °C. y se filtr6 por filtro estéril de 300 um para

obtener la suspension de esporas.
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3.3 Cepas fangicas: aislamiento, identificacidn y seleccion
La cepa comercial de Rhizopus oryzae (cédigo interno ROR001) fue proporcionada por Top
Cultures (Zoersel, Bélgica). El indculo se recibié en formato polvo y se almacen6 a 4 °C. La

hoja de especificaciones indica 8,000,000 de esporas por gramo.

Para el proceso de aislamiento de cepas de Rhizopus sp., se recolectaron frutas y verduras en
proceso de degradacion (uva, pimiento rojo, 3 piezas de higo, aguacate, platano, manzana,
kiwi y una pera). Se mezclaron diez gramos de cada muestra con agua de peptona tamponada
(1:9 p/p) durante 1 minuto en un homogeneizador (Masticator UL, Barcelona, Espafia). Las
muestras se inocularon en agar PDA + cloranfenicol y se incubaron a 30 °C durante 48 h. Las
colonias con morfologia similar a Rhizopus sp. (Figura 18) fueron seleccionadas y propagadas
en agar PDA. A partir de cada aislamiento se extrajo el ADN por shock térmico y se diluy6 en
10 pl de agua estéril. Para la identificacion genética, se amplificaron los fragmentos ITS
mediante  los  cebadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) y ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) en un termociclador TProfessional (Biometra GmbH,
Gotinga, Alemania). La mezcla de reaccion contenia 10 pl de muestra, 15 pl de agua estéril,
2,5 ul de cada cebador (20 uM) y 30 pl de Mezcla 4]
maestra (Tag DNA polimerasa 2x MasterMix RED de
Amplicon, Odense, Dinamarca) con una concentracion
final de MgCl, de 1 mM. El protocolo de PCR incluy6
un paso de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante
5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion (60 s, 92 °C),

alineamiento (60 s, 60 °C) y elongacién (90 s, 72 °C) y

un periodo de elongacion final de 5 minutos a 72 °C. Los

Figura 18.Colonia de Rhizopus sp.
en agar PDA.

productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa y se
purificaron utilizando un kit de purificacion GFX
T™PCR DNA y de banda de gel (GE Healthcare, Fischer Scientific, Loughborough,
Reino Unido). La secuenciacion de nuclettidos de los genes se realiz6 en Secugen S.L.
(Madrid, Espafia) y las secuencias se analizaron utilizando el algoritmo BLAST en

comparacion con la base de datos Genbank.

3.3.1Actividad celulasa
Para identificar cepas productoras de celulasas se utiliz un protocolo en placa tal y como se

describe en la literatura [273]. La deteccion de los productores de celulasas se realizé en agar

completo con carboximetilcelulosa (CMC) (g/l; 2,5 extracto de levadura, 5 triptona, ambos de
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Pronadisa Madrid, Espafia, 4 CMC sddico de Fischer Scientific, Loughborough, Reino Unido
y 9 g de agar bacterioldgico, Scharlau, Sentmenat, Espafia) y agar CMC (g/l; 4 CMC sddico y

9 g de agar bacterioldgico).

Se inocularon diez microlitros de solucion de esporas (107 ufc/ml) de las cepas ROR001,
ROR003 y ROR004 (2 puntos por cada placa Petri) en agar CMC completo y agar CMC y se
incubaron en diferentes combinaciones de tiempo y temperatura (1 dia 30 °C, 15 dias 9°C y
20 dias 5 °C). Tras la incubacion, las placas se tifieron con reactivo yoduro (2,0gde Kly 1,0 g
de yodo en 300 ml de agua destilada, ambos de Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania), durante

3-5 minutos y se midi¢ el radio del halo formado alrededor de cada punto de inoculacion.

3.4 Mutacion y caracterizacién de cepas

Se considerd la cepa salvaje ROR004 para los procesos de mutacion. Brevemente, este
microorganismo se expuso a luz UV (Atom A/70 N°557, Barcelona, Espafia), 1-metil-3-nitro-
1-nitrosoguanidina (MNNG, Tokyo chemical industry, Zwijndrecht, Bélgica) y bromuro de
etidio (BE, Fischer Scientific, Loughborough, Reino Unido) a temperatura ambiente para
inducir mutagénesis. Para el tratamiento con UV, se colocaron 10 ml de la suspension de
esporas (4 log ufc/ml) en una placa Petri estéril (90 mm de didmetro) y se expusieron a luz UV
(254 nm) durante 60 y 90 minutos a 20 cm. Para el tratamiento con MNNG, se traté 1 ml de
la suspension de esporas (4 log ufc/ml) con 5 ml de MNNG (0,1 mg/ml) durante 30 y 50
minutos. Finalmente, para la mutagénesis con BE, se mezclaron 7,4 ml de suspension de
esporas (4 log ufc/ml) con 600 pl de solucion de BE (1 mg/ml) durante 90 y 100 minutos.
Después del tratamiento con MNNG y BE, la solucién de esporas se lavé dos veces, mediante
centrifugacién (11330 g, 5 min), eliminando el sobrenadante y lavando el pellet con 1 ml de
agua destilada estéril. En todos los casos, la suspension final de esporas se cultivé en placas

de agar PDA durante 48 horas a 20 °C para obtener colonias aisladas.

3.4.1 Produccidn de acidos organicos
Se utilizd agar y caldo parpura de bromocresol (PBC) para realizar una criba de las cepas

aisladas después del proceso de mutacion de acuerdo a la bibliografia [274]. El caldo PBC
contiene (g/l); 10 peptona de caseina (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia), 5 NaCl, 5
glucosa (ambas de Fischer Scientific, Loughborough, Reino Unido), 1 extracto de carne
(Pronadisa, Madrid, Espafia) y 0,015 de indicador PBC (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania).
La produccion de acido modifica el color del medio, cambio que puede cuantificarse midiendo

la absorbancia a 460 nm. Cuando fue necesario, se prepar6 agar PBC agregando 14 g/l de agar
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bacterioldgico al caldo. Las cepas se incubaron a 30 °C durante 24 horas y el cambio de color
(que indica la produccion de acido) se midié cada 2 horas. La produccién de acido se estimé

calculando el diametro total del area amarilla menos el didmetro de la colonia (zona parpura).

3.5 Fermentacion en estado sélido

3.5.1 Frutas, peladuras de patata, posos de café y alperujo
La SSF de estos sustratos se llevo a cabo en placas Petri estériles de 135 mm de diametro

durante 72 horas a 30 °C (area de 143,1 cm?). Para la optimizacion de la superficie de
incubacidén y la densidad del sustrato, la fermentacion se realiz6 en bandejas de plastico
esterilizadas con diferentes tamafios (desde 9,6 hasta 561,6 cm?) a 30 °C durante 72 h. Para la
caracterizacion del producto final (n=2), el &rea de incubacidén fue de 2340 cm? y la densidad
del sustrato fue de 0,10 g/cm? de fruta seca. Se afiadié 1% (v/p himedo) de suspension de

esporas (106 ufc/ml) como inéculo en todos los sustratos.

Cuando se considerd necesaria, la suplementacion con nitrégeno de las frutas se realizé en dos
niveles, 1,2 y 2,4 g de nitrégeno/100 g de sustrato seco y tres fuentes de nitrégeno: urea
(Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia), proteosa peptona y sulfato de amonio (Oxoid
Basingstoke, Reino Unido). La adicion de nitrogeno a los sustratos se realiz6 al mismo tiempo

que la inoculacion.

3.5.2 BSG y generacion del modelo en SSF
Todos los experimentos de SSF con BSG se llevaron a cabo en una placa estéril de 135 mm

de diametro (area de superficie de 143,1 cm?) a 30 °C. El proceso de SSF se realizd con la cepa
RORO004 y todas las variables se monitorizaron de 0 a 192 horas (n=4 en todos los casos,
excepto a tiempo 0 horas, donde n=2). La proteina, se determiné en la biomasa fermentada y
no fermentada, y la proteina soluble, azucares reductores, grado de hidrélisis (GH) de las
proteinas, la capacidad antioxidante, la capacidad antimicrobiana y los compuestos fendlicos

en los extractos solubles de ambas muestras.

Se utilizé un disefio factorial para la determinacion de las condiciones 6ptimas de la SSF del
BSG. El disefio factorial consistié en dos factores continuos (tiempo y temperatura) y un factor
categérico (cepa fungica). Las ejecuciones consideradas incluyeron un disefio factorial de 23
(8 ejecuciones) y puntos centrales (4 ejecuciones) para determinar la mejor combinacion entre
el tiempo de incubacion (72, 144 y 216 h) y la temperatura (20, 25 y 30 °C) y el efecto de la
cepa usada (ROR004 y ROR004 G) en varias variables respuesta (proteina, proteina soluble,

GH, capacidad antioxidante y polifenoles totales). La proteina, los lipidos totales, el perfil AA
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y el perfil AG se determinaron en la biomasa fermentada y no fermentada a las condiciones
dptimas. En todos los casos, la densidad del sustrato fue de 0,09 g de BSG/cm? (ES) y se afiadio

10% (v/p himedo) de suspension de esporas (107 ufc/ml) a los sustratos de fermentacion.

3.5.3 Mezcla de frutas y verduras
Todos los experimentos de SSF se llevaron a cabo a 30 °C en placas estériles de 135 mm de

diametro (area de superficie de 143,1 cm?), con una densidad de sustrato estimada de alrededor
de 0,09 g de fruta seca/cm?. Durante la SSF, se utilizaron dos sustratos de fermentacion: el
sustrato modelo (puré de frutas y verduras) y la mezcla de subproductos de frutas y verduras
solidas (FVS). El sustrato modelo se inoculé con un 1% (v/p himedo) de suspension de esporas
(108 ufc/ml) y el FVS se inoculé con un 10% (v/p himedo) de suspension de esporas
(107 ufc/ml).

Durante la validacion del proceso desarrollado en el apartado 4.2 de resultados y discusién, se
incubaron tres cepas fungicas (cepas ROR001, ROR003 y ROR004) durante 3 dias en el
sustrato modelo y el rendimiento de biomasa obtenido se compard con la biomasa predicha
con el modelo para frutas. El proceso de SSF con FVS se llevé a cabo durante 8 dias con la
cepa RORQ04.

3.5.4 Mezcla de vegetales para ensilados
La prueba siguié el protocolo habitual para una produccién comercial de ensilados. Se
combinaron 5200 kg de mezcla vegetal en una mezcladora industrial y se trataron durante
3 minutos. A continuacion, la mezcla se embal6 en balas de 720-740 kg forradas en plastico y
se depositaron en una explanada adjunta al almacén. Cada bala tenia unas dimensiones de
1,25 m3. En este caso, cuando quedaban 2565 kg de mezcla sin embalar, se inoculd el
microorganismo mediante un sistema de vaporizacion en la propia mezcladora y se agit6
durante 30 minutos para asegurar una distribuciéon homogénea. A continuacion, se procedi6 a
envasar la mezcla y almacenarla en las mismas condiciones que las balas sin tratar. El peso de
cada bala sin indculo fue entre 720-740 kg, mientras que las inoculadas (n=3) pesaron 780 kg
de media. Las balas estuvieron a la intemperie durante todo el proceso de ensilado (un total de
43 dias). Como control se deposité muestra inoculada en bandejas de plastico y se incubaron
en condiciones aerobias. El peso de la masa vegetal en las bandejas (1590 cm?) fue de 2628 g
en las no inoculadas (n=2) y de 1887 g en las inoculadas (n=4). Dos de estas bandejas se
incubaron en el laboratorio a T2 controlada (20 °C) y otras dos se guardaron a temperatura

ambiente (Figura 19).
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La Tabla 6 recoge el disefio experimental realizado. Se analizaron dos muestras de cada

condicion.

Tabla 6. Condiciones experimentales de ensilado y fermentacion de mezclas vegetales.

Tiempo fermentacion

Condicién Inoculado Formato Ambiente Temperatura (dias)
1 No Ensilado Anaerobio  Ambiente 43
2 Si Ensilado Anaerobio  Ambiente 43
3 Si Bandeja  Aerobio Ambiente 8
4 No Bandeja  Aerobio 20°C 8
5 Si Bandeja  Aerobio 20°C 8

Las muestras a temperatura controlada se incubaron en las estufas de los laboratorios de AZTI

a 20 °C. Las muestras a temperatura ambiente se dejaron en las instalaciones del gestor de

subproductos. El perfil de la temperatura ambiental recogida por el registro oficial de la

estacion automatica Funes INTIA [275] cercana a la empresa de gestion de residuos esta

recogido en la Figura 19. La temperatura media diaria estuvo comprendida entre los 13 °C y

los 28 °C, con picos diarios de 36 °C y minimas de 9 °C.

Las balas de ensilado y las muestras en bandejas se inocularon con un 0,3% (v/p humedo) de
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Figura 19. Condiciones de temperatura ambiente, minimas,
medias y méaximas recogidas en la estacion automatica de
Funes INTIA [366].
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5,5*108 ufc/ml de la cepa
RORO003. La concentracién
final estimada fue de
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inoculacién, y pasado el
tiempo de incubacién, las
muestras se evaluaron de
forma visual para observar
la formacién de micelio y
se enviaron a AZTI, donde
se congelaron hasta su
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3.5.5 SSF en reactor tipo tambor con mezclado
En este proceso se utilizaron como sustrato las muestras de
BSG y FVS descritos en los apartados anteriores. En cada
proceso se utilizo BSG (1,0 kg himedo, 70,7 £ 0,15%
humedad) y FVS (1,7 kg himedos, 77,7 + 0,4% humedad)
termostatizados parcialmente en una estufa a 60 °C durante

2 horas.

La fermentacién se llevo a cabo en un fermentador tipo
tanque (Trallero and Schlee, 10 L, Llagosta, Espafia, Figura
20) con agitacion, el cual fue modificado para su uso como

fermentador tipo tambor (Figura 21). Se elaboré una

plataforma de sujecion para poder colocarlo en posicién
horizontal y se ajustd la agitacion (motor Heidolph Figura 20. Fermentador tipo
RZR2020, Schwabach, Alemania) con un cambio de varilla tanque de 10 L.
(Helice MK, Goldspray, Torrent, Valencia) para productos sélidos. Para que la mezcla fuese
lo més homogénea posible se soldaron dos varillas para facilitar el agitado en todo el volumen
del tanque. Este fermentador de cristal esta equipado con camisa de agua y bafio termostatico
de circulacién (Huber compatible control D77656, Offenburg, Alemania) conectado a una
sonda de temperatura. Para poder introducir aire al sistema se utilizé6 una bomba de aire
(Resun LP-60, Longgang, China) conectada con una entrada y una salida equipadas ambas con

filtros estériles de 0,22 pm.

Figura 21. Fermentador de tanque adaptado a la fermentacién de tipo tambor en estado
solido.

El fermentador y el sustrato se esterilizaron a 121 °C durante 15 minutos en un autoclave de

pie. Una vez enfriado el sustrato dentro del fermentador (relacién 1:10 y 1,7:10 peso
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sustrato/volumen fermentador para el BSG y la FVS), se inoculé6 con Rhizopus sp.
(cepa ROR004, 1*107 ufc/ml en un ratio 10:1 p/v sustrato: indculo) mediante la puerta estéril
y se coloco el sistema de manera horizontal ajustando el agitador al motor. Antes de comenzar
con el proceso de fermentacion, se mezcl6 durante 1 minuto a 320 rpm para homogenizar la
mezcla con el indculo, se llend la camisa, se ajusto la temperatura a 30 °C y se conecto la

bomba para la introduccion del aire (entrada 3 L/min). y salida de aire por filtro estéril.

La fermentacidn se llevé a cabo durante 8 dias en el caso de las FVS y 9 dias en caso del BSG,

con agitacion de 1 minuto (320 rpm) cada 24 horas.

Para la obtencion de harinas, las muestras fermentadas se secaron a 60 °C en estufa durante
18 horas hasta una humedad menor al 10% (Analizador de humedad termogravimétrico
Sartorius MA100, Gotinga,
Alemania). Las muestras se
trituraron con un molinillo
(MC300132 Moulinex,
Barcelona, Espafia) para
obtener prototipos de harina
de BSG fermentado y FVS
fermentadas (Figura 22). Se

llevd a cabo el mismo proceso . . L
] Figura 22. Harinas de BSG fermentado (izquierda) y FVS
en las muestras sin fermentar fermentadas (derecha).

para tener un control para su comparacion.

3.6 Fermentacion sumergida

3.6.1 Fermentacion sumergida en matraz de agitacion
Durante la seleccidon de mutantes, la produccion de &cido organico y biomasa se midié en

procesos de SmF en diferentes medios de cultivo y condiciones. EI medio de fermentacion
para la produccion de acidos orgénicos incluy6 una fermentacion en “dos fases”. La primera
fase se utiliza para la produccién de la biomasa del hongo en un "medio de proliferacion" y,
en la segunda, esta biomasa se inocula en un medio pobre en nitrdgeno con alto contenido de
glucosa. EI medio de proliferacion incluy6 (g/l): 30 glucosa, 2,5 proteosa peptona (Oxoid,
Basingstoke, England), 0,6 KH.PO, (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia), 0,5
MgSO,4 * 7TH,O (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania). La fermentacion se realizé en

matraces Erlenmeyer estériles de 150 ml (50 ml de medio), cultivados a 30 °C con agitacion
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orbital (170 rpm) durante 24 horas. Una vez concluida la primera fase, se transfirié 1 g de cada
biomasa a los medios de cultivo para la produccién de acidos organicos. El medio para la
produccion de acidos organicos incluy6 (g/l): 80 glucosa, 0,6 KH2PO4, 0,5 MgSO4 * 7TH,0 y
18 CaCOs; (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia). La SmF se llevo a cabo en matraces
Erlenmeyer estériles de 150 ml (40 ml de medio) a 30 °C con agitacioén orbital (170 rpm)
durante 137 h.

El proceso de SmF para la produccién de biomasa y proteinas se llevo a cabo en un medio de
crecimiento distinto al anterior, que incluy6 (g/l): 20 glucosa, 3,0 KH2PO4, 0,5 MgSO4 * 7H,0,
0,5 FeS04 (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) y 0,5 KCI (Merck, Darmstadt, Alemania).
El nitrégeno fue 0,75 g/l (proteosa peptona). La SmF se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer
estériles de 150 ml (medio de 100 ml) con agitacién orbital (170 rpm) incubados a 30 °C
durante 72 horas en condiciones de oscuridad. Las suspensiones de esporas flngicas se
ajustaron a 107 ufc/ml justo antes de la inoculacién y se usaron para inocular el medio con
1% viv.

3.6.2 Fermentacion sumergida con flujo de aire
La SmF con flujo de aire se utilizd durante la caracterizacion de las cepas salvajes y las cepas

seleccionadas del proceso de mutacion. En este experimento se utilizé un medio sintético que
incluy6 (g/1): 32 glucosa, 3,0 KH2PQO4, 0.5 MgSO4 * 7H,0, 0,5 FeSOs, 0,5 KCl y 0,2 % (v/v)
de aceite de oliva como antiespumante. Se afiadié 3,75 g nitrégeno/l (proteosa peptona). El pH
inicial del cultivo se ajusté con NaOH 1M estéril y HCI 1M (ambos de Fischer Scientific,
Loughborough, Reino Unido) a pH = 6,1. La fermentacién se llevé a cabo en botellas pirex
estériles de 1 | (500 ml de medio), con un flujo de aire estéril de 2,0 v/v por minuto y se
incubaron a 30 °C durante 5 dias. Las botellas se inocularon con una suspension de esporas al
0,1% v/v en condiciones de oscuridad y sin agitacion. Las suspensiones de esporas se ajustaron

a 107 ufc/ml justo antes de la inoculacion.

3.6.3 Modelado de condiciones para la fermentaciéon sumergida
Se realiz6 una optimizacion de las condiciones de SmF con la cepa ROR001 para maximizar
la produccion de biomasa (g/l), produccién de proteinas (% ES), consumo de glucosa (%),
rendimiento de biomasa (g biomasa ES/g de glucosa consumida), produccién de quitosano

(% ES) y produccion de &cido fumarico (g/l).

La optimizacidn se realiz en medio de cultivo sintético compuesto por (g/l): glucosa 7,5-82,5,
3,0 KH2POyq4, 0,5 MgS0O4 * 7H,0, 0,5 FeSO.. El nitrégeno en el medio iba de 0,75 a 3,75 g/l
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(proteosa peptona) y se afiadié 0,2 % v/v de aceite de oliva como antiespumante. El pH inicial
del cultivo se ajusté con NaOH 1 M y HCI 1M. La SmF se llevd a cabo en botellas pirex
estériles de 1 I (500 ml de medio) con un flujo de aire estéril de 2,0 v/v por minuto, incubado
a 30 °C, inoculado con una suspension de esporas al 0,1% (v/v) en condiciones de oscuridad y

sin agitacion. La suspension de esporas se ajusto a 107 ufc/ml justo antes de la inoculacion.

Se llevd a cabo un disefio compuesto central rotativo (Central Composite Rotary Design,
CCRD) compuesto por 27 ensayos experimentales (material complementario Tabla 1). Se
usaron 5 niveles de los 4 factores variables (glucosa, nitrégeno, pH y tiempos de incubacion)
en el disefio central compuesto (Tabla 18). Las pruebas contemplaron 24 disefios factoriales
(16 experimentos), puntos estrella (8 experimentos) y puntos centrales (3 experimentos). Los

resultados se expresaron como una ecuacién de segundo orden, presentada como la ecuacion 2:

Y =B0+ AXq + BXp + CX3+ DXy + ABX1Xp + ACX1X3 + ADX1X4 + BCXpX3 +
BDX9X4 + CDX3Xy +AAX12 + BBXZZ + CCX32 + DDX4_2. (eq. 2)

donde Y es el pardmetro de respuesta, X1, X2, X3y X4 son las variables independientes, A,
B, C y D son coeficientes lineales, AA, BB, CC y DD son coeficientes cuadraticos y AB, AC,
AD, BC, BD y CD son los coeficientes interactivos. Se utilizo ANOVA (analisis de varianza)
para el andlisis estadistico del modelo (paquete de software Statgraphics Centurion XVI). Los

factores se consideraron significativos cuando su probabilidad (valor p) fue inferior a 0,05.

Como subproductos de la industria alimentaria se utilizaron el lactosuero y la melaza de
naranja. El lactosuero se suplementé con nitrégeno (proteosa peptona 0,25 g/l), glucosa
(9,96 g/l) y micronutrientes (KH2PO. 4 g/l, KCL 0,5 g/l, MgSO4 * 7H,0 0,5 g/l, FeSO4 0,5 g/l
y aceite de oliva 0,8 % (v/v) como antiespumante). EI suero y los nutrientes se esterilizaron
(121 °C, 15 min) por separado y se mezclaron en condiciones estériles. Se inocularon con la
cepa original (ROR001, n = 2).

El pH original de la melaza de naranja se ajustd con NaOH 4 M antes del autoclavado (121 °C,
15 min) El pH final del sustrato fue de 5,4 + 0,1. Cuando fue necesario, el medio se suplemento
hasta 2 g/l de nitrégeno con (NH4)2SO. (Fischer Scientific, Loughborough, Reino Unido) antes
del autoclavado. Las muestras se inocularon con Rhizopus sp. cepa ROR004. Las condiciones

de los experimentos se encuentran detalladas en la Tabla 19.
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3.7 Determinaciones analiticas
3.7.1 Determinacion de acidos organicos en el medio de cultivo

Los acidos organicos producidos en el medio de cultivo se determinaron por GC/MS. Debido
a la baja solubilidad del acido fumarico en agua (6,3 g/l a 25°C), la muestra se calent6 en un
bafio de agua (80 °C) [187]. Brevemente, se agité vigorosamente 1 ml de muestra, se afiadieron
39 ml de etanol/agua al 50% (v/v) (Fischer Scientific, Loughborough, Reino Unido) y se
incubaron en un bafio a 70 °C durante 15 minutos (mezclando el tubo cada 3 minutos). La
muestra se tratd por ultrasonidos durante 15 minutos (mezcla manual cada 5 minutos) y se
centrifug6 a 1450 g durante 10 minutos. El sobrenadante (900 pl) del extracto se agreg6 a un
tubo Mi Vac y se agregaron 100 pl de estandar interno (xilitol Fluka Biochemika 1500 ppm).
Las muestras se deshidrataron en un evaporador rotatorio (miVAC Duo Genevac, Ipswich,
Reino Unido) (T2 60 °C, disolvente H,0, presién 50 mbar, tiempo 1 hora y 30 minutos), se
agregé 1ml de solucién de clorhidrato de hidroxilamina en piridina (Fischer Scientific,
Loughborough, Reino Unido), se cubrid y se agité durante 1 minuto en vortex. Las muestras
se incubaron en el bloque calefactor a 60 °C durante 30 minutos y, después de enfriar, se afiadid
1 mlde HMDS (1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano 98%, Acros Organics, Nueva Jersey, EE.UU.)
y 0,1 ml de TMCS (triclorometilsilano 98%, Acros Organics, Nueva Jersey, EE. UU.), Se
cubrieron, se agitaron durante 1 minuto en vortex y se incubaron nuevamente en el bloque
calefactor a 60 °C durante 1 hora. Después de dejarlas enfriar, las muestras se centrifugaron
(1450 g, 10 min) y el sobrenadante se recogi6 en viales cromatogréficos. Se realiz6 un andlisis
por CG/MS (CG Agilent 6890, columna capilar Teknokroma TRB-1MS 30 m x 0,25 mm x
0,25 um, detector MS 5873 Agilent, Santa Clara, EE.UU.). El programa fue de 140 °C durante
2 minutos, un gradiente de 10 °C/min hasta 250 °C, un segundo gradiente de 5 °C/min hasta
300 °C y 8 minutos a 300 °C. Se utiliz6 helio como gas portador (1 ml/min) y el volumen de
inyeccion fue de 1,0 pl (temperatura del inyector a 300 °C). Se cuantificaron los &cidos
organicos comparando con los valores de calibracién (acido lactico, VWR Fontenay-sous-
Bois, Francia; acido fumarico, Sigma Aldrich, San Luis, EE.UU; &cido malico, Acros

Organics, Nueva Jersey, EE.UU. y é&cido citrico, Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia).

3.7.2 Determinacién de azucares reductores en el medio de cultivo
Los azucares reductores se determinaron mediante el método del &cido dinitrosalicilico

(DNS) [276] ajustado al procedimiento de ensayo de microplaca. El reactivo de DNS se
prepar6 disolviendo 8 g de NaOH en 100 ml de agua destilada. Se mezclaron 5 g de DNS
(Fischer Scientific, Loughborough, Reino Unido), 250 ml de agua destilada y 150 g de tartrato

de potasio sddico tetrahidrato (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) y se completaron hasta
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un volumen de 500 ml. Se agregaron 25 pl de las muestras, blanco o estandar (diferentes
concentraciones de glucosa) y 25 pl de reactivo DNS a cada pocillo y se incubd la placa
durante 10 minutos a 100 °C. La microplaca se enfrio rapidamente en un bafio de hielo y se
agregaron 250 pl de agua destilada a cada pocillo. La absorbancia se midié a 540 nm en un
lector Varioskan Flash (Thermo Scientific, Waltham, EE.UU.).

3.7.3 Determinacion de biomasa
Al crecer en fermentacion sumergida (SmF), la biomasa del hongo se determiné pasando el

contenido total del medio de cultivo por filtro de metal estéril de 300 um y el retenido se
considero el micelio fangico. Los micelios fingicos se lavaron con agua destilada (1:2 v/p) en
el mismo filtro y se eliminé al maximo los restos de agua por presion. En SSF en cambio, la
produccion de biomasa se determin6 separando el micelio del sustrato (en el caso de sustratos
puré) y se eliminaron los restos del sustrato limpiando la biomasa dos veces con agua destilada

(2:1 vip). EL proceso se realizé en filtro de 300 um y se retiré el maximo de agua por presién.

3.7.4 Composicion nutricional
La materia seca (MS) se calcul6 secando la muestra a 60 °C durante 24 h, hasta peso constante.

El contenido de proteinas de la biomasa en SmF se determiné mediante el método de Biuret
propuesto por Satari et al. [203]. Brevemente, aproximadamente 100 mg de muestra se
mezclaron con 3 ml de NaOH 1 M y se incubaron a 100 °C durante 10 minutos. Después del
enfriamiento inmediato en un bafio con hielo, se realizaron diluciones de las muestras con
NaOH 1 M, se agregd CuSO4 * 5H,0 (2,5% p/v) (Merck, Darmstadt, Alemania) a los tubos
de ensayo (volumen final de 25% v/v) y se mezclaron vigorosamente durante 5 minutos. El
sobrenadante se recogi6 después de centrifugar las muestras (6714 g, 5 min) y la absorbancia
se midié a 555 nm en un lector Varioskan Flash. Se usaron diferentes concentraciones de
albimina de suero bovino (BSA, Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) disueltas en

NaOH 1 M para la curva de calibrado.

La grasa total de la biomasa del hongo obtenida en los procesos de SmF se determino
basandose en el método de Bligh, Dyer [277]. Se mezcl6 la biomasa (500-1000 mg) con 3 mi
de metanol, 1,5 ml de cloroformo (Fischer Scientific, Loughborough, Reino Unido) y 1,2 ml
de agua y se homogeneiz6 (Ultra-turrax IKA T18 Basic, Staufen, Alemania) durante 1 minuto.
Se afiadieron otros 1,5 ml de cloroformo y 1,2 ml de agua, se homogeneiz6 nuevamente y se
centrifugd (1450 g, 15 min). Se eliminaron las fases acuosas y proteicas y se determiné la fase
lipidica (en la parte inferior del tubo) en cloroformo. La humedad y las impurezas se

eliminaron al pasar a través de NaSO4 (Fischer Scientific, Loughborough, Reino Unido). Se
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recogi6 la fase grasa en un matraz de metilacion y el disolvente se evaporé por corriente de

nitrégeno.

En el proceso de SSF la proteina total, la grasa total y los azlcares totales se determinaron
mediante los métodos de Kjeldahl, Soxhlet y Luff Schoorl y las cenizas

gravimétricamente [278].

La fibra acido detergente (FAD) [279] y neutro detergente (FND) [280] se determinaron por
gravimetria. La proteina no digerible se determind a partir del calculo de proteina total (método
Kjeldahl) y la proteina soluble en acido clorhidrico y pepsina [281]. Los carbohidratos no

fibrosos (CNF) se determinaron por resta de grasa, proteina, cenizas y FND.

La suma de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 se determiné por ELISA directo tras extraccion con
etanol 70%. Se utilizé un patrén comercial para la cuantificacion. Los andlisis de FAD, FND,
proteina no digerible y suma de aflatoxinas se encargaron a los laboratorios OFICE S.L.,

Laboratorio de investigacion cerealista (Castellgali, Espafia).

Respecto a los minerales, la determinacién de fdsforo se realiz6 mediante método
espectrofotométrico (reactivo molibdato-vanadato). La determinacion de sodio, potasio,

calcio, magnesio, hierro y zinc se realiz6 por espectroscopia de atomizacion por llama.

3.7.5 Perfil de aminoacidos (AA) e indice de aminoacidos esenciales (EAAI)
El perfil de AA se determind mediante cromatografia liquida y deteccion de fluorescencia

después de la derivatizacidn de la muestra utilizando el kit AccQ-Fluor (WAT052880, Waters,
Milford, EE.UU). Las muestras se mezclaron con HCL 6 N y se dejaron durante 24 horas a
100 °C. La derivatizacion se realiz6 segun lo especificado en el kit. El analisis de HPLC-FPLC
se ajustd con una columna AccQ.Tag para el andlisis de aminoacidos hidrolizados de Agilent
Technologies (3,9 x 150, 4 um, base de silice unida con C18), detector de fluorescencia
(Ex=250 nm; Em = 396 nm) y realizado en un sistema de gradiente (60% de acetonitrilo,
40% de tampdn acusoso Waters AccQ.Tag (10% v/v) 5 minutos, 100% tampén acuoso Waters
AccQ.Tag (10% v/v) durante los siguientes 9 minutos. Los AA se identificaron comparando

los tiempos de retencidn con los estandares y se expresaron como porcentajes de AA totales.

La calidad de la proteina se evalu6é mediante el indice de aminoacidos esenciales (EAAI) como
se ha descrito anteriormente [282]. EI EAAI se basa en la comparacion del perfil de
aminoacidos esenciales (EAA) con una proteina de referencia o con unos requisitos especificos

como los recomendados por la FAQO para la nutricion humana [197]. Este sistema se puede
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utilizar como un método rapido para evaluar y optimizar el contenido de AA de las

formulaciones de alimentos y piensos. La ecuacion de EAAI se describe a continuacién.

mg de aminbacido en 1 g de proteina

EAAI = ”\/zn (eq. 3)

mg de aminoacido en 1 g de la proteina de referencia

n: nimero de EAA

3.7.6 Perfil de acidos grasos (AG)
El perfil de AG se determind mediante metilacion y analisis GC-FID utilizando patrones

internos. La derivatizacion comienza con la adicion de 5 ml de metoxido de sodio (Fischer
Scientific, Loughborough, Reino Unido, 0,2% p/v en metanol) a la fraccién lipidica extraida
previamente y la reaccion se forzo tras hervir la mezcla durante 10 minutos en un sistema de
reflujo. Las muestras se enfriaron introduciéndolas en hielo, se neutralizaron mediante la
adicién de HCL (5% v/v) en metanol y se volvieron a hervir durante 10 minutos, se enfriaron
en hielo y se mezclaron con 5 ml de n-hexano (Fischer Scientific, Loughborough,
Reino Unido). Se afiadié cloruro de sodio saturado (Fischer Scientific, Loughborough, Reino
Unido) forzando la separacion del hexano de la parte inorganica. En ese punto, los ésteres
metilicos se disolvieron en la parte de hexano, se evaporo el disolvente y disolvieron en éster
metilico del AG C19 como patrén interno. El analisis CG-FID se desarrollé en columna
DB-23 de Agilent Technologies (60 m x 0,25 mm). El programa fue de 150 °C durante
1 minuto, un gradiente de 5 °C/min hasta 200 °C, un segundo gradiente de 2 °C/min hasta
230°C y 20 minutos a 230 °C. Los ésteres metilicos de &cidos grasos se identificaron
comparando los tiempos de retencion con los estdndares y se expresaron como porcentajes de

ésteres metilicos de &cidos grasos totales.

En el apartado 4.2 de resultados y discusion se utilizd el mismo método para la determinacion
del perfil graso con leves modificaciones. Se afadieron 10 ml de metoxido de sodio a
0,10-0,15 g de grasa y se hirvié durante 15 minutos en un sistema de reflujo. Las muestras se
enfriaron introduciéndolas en hielo. Después de eso, se neutralizaron mediante la adicion de
acido sulfurico (5% v/v) en metanol y se volvieron a hervir durante 10 minutos, se enfriaron
en hielo y se mezclaron con 15 ml de n-hexano. Se afiadié cloruro de sodio saturado forzando
la separacion del hexano de la parte inorganica. En ese punto, los ésteres metilicos se
disolvieron en la parte de hexano y se pusieron en un vial de GC. El analisis GC-FID se equipd
con una columna DB-WAX 122-7032 de Agilent Technologies (30 m x 0,25 mm). El
programa fue de 50 °C durante 2 minutos, con un gradiente de 10 °C/min hasta 240 °C y

9 minutos a 240 °C. Cuando se determinaron los &cidos grasos n3, el programa fue de 50 °C
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durante 2 minutos, con un gradiente de 5 °C/min. Hasta 240 °C y 5 minutos a 240 °C. Los
ésteres metilicos de acidos grasos se identificaron comparando el tiempo de retencion con los
estandares (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) y se expresaron como porcentajes de acidos

grasos totales.

3.7.7 Quitosano
La extraccion y precipitacion de quitosano se realizé como se describié anteriormente por

Zamani et al. [283]. El micelio himedo se traté con NaOH 0,5 M (30 ml de NaOH por g de
peso seco de micelio) a 90 °C durante 2 horas. EI material insoluble en medio alcalino (AIM)
se separo por centrifugacién (4000 g, 10 min), se lavé 4 veces con agua destilada y se almacend
a 4 °C hasta su uso. El rendimiento de AIM a partir de biomasa se midi6 después de secarlo a
60 °C hasta peso constante. Se mezcl6 con acido sulfirico (1% v/v) (Fischer Scientific,
Loughborough, Reino Unido) (100 ml/g de AIM), la mezcla se calenté a 121 °C durante 20
minutos, y seguidamente se filtré en caliente (> 90 °C). Las muestras se mantuvieron durante
2 horas en un bafio con hielo para la precipitacion del quitosano, se centrifugaron
(4000 g, 10 min) y el pellet se secé hasta peso constante.

3.7.8 Otras determinaciones
La produccién de acido fumarico se determind mediante el kit de ensayo de fumarato (Sigma

Aldrich, San Luis, EE. UU.) como se describe en el procedimiento de ensayo de microplacas.

El pH del cultivo se determiné utilizando un potenciémetro (Crison micropH 200, Hach Lange
Spain S.L.U., Espafia).

La DQO se determin¢ utilizando los kits de prueba de demanda quimica de oxigeno (COD
spectroquant cell test, Merck, Darmstadt, Alemania) y la lectura se realizé con un lector
NOVAG60 Spectroquant (Merck, Darmstadt, Alemania).

3.8 Extraccion y caracterizacion de compuestos tras los procesos de SSF

Los compuestos se extrajeron con agua para determinar la disponibilidad real y el efecto de la
SSF en la liberacion de los mismos. Se mezclaron 10 g de muestra con 25 ml de agua destilada
en un Erlenmeyer y la mezcla se colocd en un agitador rotatorio (1 h, 180 rpm, 37 °C).
Posteriormente, se centrifugd la muestra (10000 g, 10 min, 4 °C) y el sobrenadante, que
contendria los metabolitos solubles en agua, se filtré a través de un filtro de 0,45 pum. Esos

extractos se utilizaron para la determinacion de proteinas solubles, GH, actividad antioxidante,
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contenido fendlico total (TPC), actividad antibacteriana y determinacién de azlcares

reductores.

3.8.1 Grado de hidrolisis (GH)
El GH (%) se determind con el método de o-ftalaldehido (OPA) [284]. El reactivo de OPA se
prepar6 de la siguiente manera: 3,7% p/v de tetraborato de sodio decahidrato (Sigma Aldrich,
Steinheim, Alemania) y 0,58% p/v de Na-dodecilsulfato (SDS 99%, Fischer Scientific, Nueva
Jersey, EE.UU.) disuelto en agua desionizada. Se prepar6 también una disolucion de OPA
(4% plv, Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) en metanol y ambas soluciones se mezclaron
en una proporcion de 51,5:1. Finalmente, se afiadio a la solucion un 0,38% v/v de
B-mercaptoetanol (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania). Se utilizd Na-acetil-L-lisina
(250 UM, Alfa Aesar, Karlsruhe, Alemania) en agua destilada (10-200 uM) como estandar. La
solucion de la muestra se ajust a 0,05 g de proteina/l y se agregaron 60 pl de muestra o
estandar a los pocillos de la microplaca. Se afiadié 180 ul de reactivo de OPA a cada pocillo y
se incubd la placa a temperatura ambiente durante 5 minutos. La medicion se realiz6 a una
longitud de onda de excitacion de 360 nm y una longitud de onda de emision de 460 nm en un

lector Varioskan Flash. EI GH se calcul6 de la siguiente manera:
h
GH (%) = -+ 100 (eq. 4)

donde htot es el nimero total de enlaces peptidicos por equivalente de proteina, y h es el
namero de enlaces hidrolizados. Segin lo descrito por Nielsen et al. [284], para propositos
generales el htot se establece como 0,8 g meqv/g prot. Para calcular la h, la ecuacion descrita

es:

lisina NH2-f3
a

h(meqv/g proteina) = (eq.5)

cuando la materia prima no ha sido examinada previamente, entonces se estima que o y B son

1y 0,4 respectivamente, y Lisina-NH2 es:

Lising NH2 = "2 (eq.6)

donde P es la proteina (g/l) en la muestra (0,05 g/l) y meqv lisina son los miliequivalentes de

lisina estimados en la muestra usando la curva estandar.

3.8.2 Actividad antibacteriana
La actividad antibacteriana de los extractos se determindé mediante el método de difusion en

agar [285]. Se utilizaron dos especies bacterianas como microorganismos diana,
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Salmonella enterica (CECT 4156) y Escherichia coli (CECT 516), y se cultivaron en agar
Mueller-Hinton (caldo Mueller Hilton + 14 g/l agar bacteriol6gico) a 37 °C durante 24-48
horas. Las cepas se inocularon en 10 ml de caldo Mueller-Hilton (Oxoid, Basingstoke,
Reino Unido) hasta que la densidad optica alcanzé 0,50 (aproximadamente 108 ufc/ml) y se
incubaron a 30 °C durante 1 hora. Se afiadieron 100 pl de suspension bacteriana a 4 ml de agar
Mueller Hilton blando (0,7% agar bacteriolégico p/v) mantenido a 48 °C, se agit6 y se vertio
rapidamente en una placa de agar Mueller Hilton. Después de la solidificacién, se depositaron
dos discos (filtro Whatman n° 1 de 5 mm de diametro) por placa sobre los que se afiadieron
los extractos a ensayar (10 ul por cada disco). Las placas se incubaron a 30 °C durante 24-
48 horas y la actividad antibacteriana se midié como el didmetro de la zona de no crecimiento
del patdgeno en comparacion con un control antibacteriano positivo (1 g/l tetraciclina Sigma
Aldrich, Steinheim, Alemania) y un control negativo (tampoén fosfato de sodio, 0,01 M,
pH 7,5).

3.8.3 Actividad antioxidante (actividad de captacion de radicales DPPH)
La actividad antioxidante de las muestras se midid utilizando el método de la actividad de
captacion de radicales DPPH. Se prepar6 una disolucion de 25 ppm del reactivo DPPH
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) en metanol y se
agregaron 280 pl de esta solucion a 20 pl de solucién de muestra afiadida previamente a cada
pocillo de la placa. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente en la oscuridad durante
30 minutos. La absorbancia se midi6 a 515 nm en un lector Varioskan Flash. El estandar estaba
compuesto por agua-metanol (50% v/v) y diferentes concentraciones de Trolox
(Acros Organics, Nueva Jersey, EE. UU.). La capacidad antioxidante se expres6 como
capacidad equivalente de Trolox (TEAC g de equivalentes de Trolox/g ES) mediante la curva

de calibracién. También se calcul6 la inhibicion del DPPH (porcentaje de reduccion de DPPH):

Abs blanco—Abs muestra

Reduccién DPPH (%) =

* 100 (eq. 7)

Abs blanco

3.8.4 Contenido total de compuestos fenolicos (TPC)
El TPC se midié utilizando el método de Folin-Ciocalteu. Se afiadieron 30 ul de solucién de
Folin-Ciocalteu (Fischer Scientific, Loughborough, Reino Unido) a 140 pl de muestra, blanco
o0 estandar y 140 pul de Na,COs 7% (p/v) (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania). La mezcla se
incubd a temperatura ambiente en la oscuridad durante 1 hora y la absorbancia se midi6 a
750 nm en un lector Varioskan Flash. Se usé &cido galico (Sigma Aldrich, Steinheim,
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Alemania) como estandar en un rango de concentracién de 1,4-20 ppm y los resultados se

expresaron como mg de equivalentes de acido galico (GAE) por g de muestra (ES).

3.8.5 Proteina soluble
La proteina soluble se determind mediante el método BCA (acido bicinconinico)
(Pierce ™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford, EE.UU.) ajustado al
procedimiento de ensayo de microplacas. Brevemente, se mezclaron 10 pl de muestra o
estandar (0-2,5 mg/ml BSA) con 200 pl de reactivo de trabajo BCA (50:1, Reactivo A: B) y
se incubaron 30 minutos a 37 °C. La absorbancia se midié a 550 nm en un lector Varioskan
Flash.

3.9 Extraccion, hidrdlisis y caracterizacion de proteinas de la biomasa de
Rhizopus

3.9.1 Proceso de extraccion
Se probaron tres métodos (denominados A, B y C) de extraccion basica de proteina. El método
Ay B se basan en el protocolo descrito por Connolly et al. [286] para la extraccion de proteina
de BSG. El método C es el descrito por Safi et al. [287] utilizado para la extraccion de proteina
de microalgas mediante ultrasonidos. En todos los casos la biomasa se limpié con agua
destilada (1:2 p/v) y se extrajo el agua pasandola por filtro de 300 um. El flujo de trabajo y las

condiciones de extraccion estan recogidas en la Figura 23.

En el método A se mezclé la biomasa con agua destilada (1:5,3 p/v) y se homogeneiz6
(25 segundos, 19500 rpm, Ultra-turrax IKA T18 Basic). Se dejo en agitacion magnética
durante 1 hora a T2 ambiente, se centrifugd (10000 g, 10 min, 10 °C) y se desech¢ el
sobrenadante. Se mezclé el pellet con NaOH 0,1 M (1:5,3 p/v) a 50 °C, 1 hora y 30 minutos,
se centrifugd (10000 g, 10 min, 10 °C) y se guardd el sobrenadante. Se baj6 el pH del
sobrenadante a pH=3,8 con HCL 4 M para que precipitasen las proteinas. Se centrifugd
(10000 g, 10 min, 10 °C) y se recogio el pellet. Se disolvid el pellet con 30 ml de agua destilada
y se ajustd a pH 7 con NaOH 4 M.

En el método B se mezclo la biomasa con agua destilada (1:5,3 p/v) y se homogeneizo
(25 segundos, 19500 rpm, Ultra-turrax IKA T18 Basic). Se dejo en agitacion magnética
durante 1 hora a T ambiente, se centrifugé (10000 g, 10 min, 10°C) y se desech¢ el
sobrenadante. Se mezcl6 el pellet con NaOH 0,1 M (1:5,3 p/v) a 50 °C, 1 hora, se centrifugo
(10000 g, 10 min, 10°C) y se guardd el sobrenadante. Se realiz6 una segunda etapa de

extraccién mezclando el pellet con NaOH 0,1 M (1:5,3 p/v) 50 °C, 1 hora y se centrifugo
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(10000 g, 10 min, 10°C). Se bajo el pH de los sobrenadantes a pH=3,8 con HCL 4 M para que
precipitasen las proteinas. Se centrifugaron las muestras (10000 g, 10 min, 10 °C) y se recogid

el pellet. Se disolvié el pellet en agua destilada y se ajusté a pH 7 con NaOH 4 M.

En el método C la biomasa se mezcld con agua a pH 12, se traté por ultrasonidos durante 3
minutos a 20 kHz (Sonics, Vibra-Cell Ultrasonic Processor, VC 750, Newtown, EE.UU.) y se
realizaron dos extracciones consecutivas a 50 °C durante 1 hora, el resto del procedimiento no

difiere.

Proceso extraccion B

Proceso extraccion C

Proceso extraccion A

1:5.3 (p/v) agua destilada
Homogeneizacion

1:5,3 (p/v) agua destilada
Homogeneizacion

1:5.3 (p/v) agua destilada
pH 12
Sonicacion
Incubacién 50 °C 1 h

Agitacion magnética
1 hora T* ambiente

Agitacién magnética
1 hora T? ambiente

10000 g
10 min
10°C

Retener pellet
1:5,3 (p/v) NaOH 0,1M
50°C1h 30 min Pellet doble

10000 g extraccion

10 min
0°c

10000 ¢
10 min
10°C

Retener pellet
1:5,3 (p/v) NaOH 0,1M
50°C1h

10000 g
10 min
10°C

Pellet doble
extraccion

10000 ¢
10 min
10°C

Retener sobrenadante
Ajustar pH 3,8 HCL 4 M

10000 g
10 min
10°C

Retener sobrenadante
Ajustar pH 3,8 HCL 4 M

Retener sobrenadante
Ajustar pH 3,8 HCL 4 M

10000 g
10 min
0°c

Retener pellet +
agua destilada
Ajuste pH 7

Extracto proteico A

]

Retener pellet +
agua destilada
Ajuste pH 7

Extracto proteico C

10000 g
10 min

10°C
Retener pellet +

agua destilada

Ajuste pH 7

Extracto proteico B

Figura 23. Esquema de los procesos A, B y C de extraccién proteica.

Los extractos proteicos de las biomasas obtenidas a partir de la fermentacion de melaza de
naranja, lactosuero y lixiviado de frutas y verduras se obtuvieron mediante los procesos de

extraccion B.

3.9.2 Proceso de hidrolisis

Los extractos proteicos se centrifugaron (3000 g, 5 min,10 °C), se estimd la proteina soluble
mediante el método de BCA y se afiadi6 la enzima (115 U/mg proteina). EI pH de reaccion se
ajusté a pH 7,5 + 0,2 con 10% (v/v) con tampon fosfato potasico 5 M (Panreac Quimica SA,
Barcelona, Espafia) y la hidrolisis se llevo a cabo a 37 °C con agitacion magnética tras la
adicién de la pancreatina (Pancreatina de pancreas porcino, 8 x USP, Sigma Aldrich,

Steinheim, Alemania). Después de 0, 30, 60, 120 y 240 minutos, la enzima se inactivo por
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inmersién en un bafio a 85 °C durante 15 minutos, se centrifugd a 10000 g durante 5 minutos

y el sobrenadante se recogié como el hidrolizado proteico.

3.9.3 Determinaciones analiticas en los hidrolizados

Se utilizaron los métodos descritos anteriormente para determinar la proteina soluble
(método BCA), el GH (método o-ftalaldehido), la actividad antibacteriana (método por
difusion en agar) y la actividad antioxidante (actividad de captacion de radicales DPPH) de los

hidrolizados proteicos obtenidos a distintos tiempos de hidrélisis.

El perfil de pesos moleculares se determind mediante analisis por HPLC (columna Agilent
Technologies, AdvancedBio SEC 130 A, 2,7 um 7,8 x 150 mm) en condiciones isocraticas
(0,5 ml/min, 20 min, tampdn fosfato 150 mM NazHPO4/NaH;PO4 pH 7, 2 ul de muestra) y
con un detector DAD (220 nm). El estandar de proteinas AdvancedBio SEC 130 (5190-9416,
una mezcla de ovoalbumina, mioglobina, aprotinina, neurotensina, angiotensina 1) se utilizo
como estandar de pesos moleculares segun lo descrito por el fabricante
(Agilent Technologies). EI perfil molecular de los hidrolizados del extracto proteico de la

biomasa crecida en lactosuero no se pudo determinar por falta de muestra.

3.10 Viabilidad técnico-econdémica
3.10.1 Factores técnicos y de mercado
Se realiz6 un andlisis tedrico sobre la adecuacion nutricional de las harinas obtenidas de BSG
y FVS (resultados y discusion apartado 4.6) a partir de la fermentacion con Rhizopus sp.
respecto a los niveles recomendados para alimentacién en animales rumiantes, monogastricos

y en acuicultura.

Tras el andlisis tedrico, se realizd un primer contraste con el sector de piensos para determinar
la especie (o especies) animal a la que mejor se adaptan las caracteristicas nutricionales del
producto, la aceptacién por parte del sector de piensos y el porcentaje de inclusion del nuevo
producto en los piensos compuestos. Para ello se envié una ficha técnica de los productos

fermentados a dos empresas de elaboracion de piensos para su valoracion.

3.10.2 Factores econémicos
Para el estudio de viabilidad econémica del plan de accion propuesto se tuvieron en cuenta los
costes de inversion previstos en equipos e instalaciones y su puesta en marcha, gastos de
personal, operacion, transporte, control de calidad y marketing, ventas e ingresos esperados y

subvenciones e impuestos. Estos datos se obtuvieron a partir de consultas con suministradores
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de equipos, busqueda en bases de datos, bibliografia 0 documentacion recopilada previamente
por el area de Procesos Eficientes y Sostenibles de la Fundacion AZTI en diversos proyectos
de investigacion: Cleanfeed (LIFE09 ENV/ES/000473), Valorlact (LIFE11 ENV/ES/639) y
Sumo (ELAC2014/BEE-0364).

En el caso de no disponer de precios reales de mercado, se estimaron teniendo en cuenta
precios de equipos similares y/o aplicando férmulas de calculo de coste de produccién por
capacidad de tratamiento del equipo [288].

£ _ya-o
=G “ (eq. 8)

Donde C es el coste de construccion, V es la capacidad de tratamiento para ese coste y a es un
indice de escala. La ecuacion muestra que el coste de construccion es proporcional a la
potencia (1-o) de la capacidad de la instalacion. Si a = 0, C es proporcional a V, es decir, no
hay beneficio de escala. De lo contrario, a medida que se aproxima a 1 (es decir, cuando 1 —
se acerca a cero), la economia de escala aumenta. En general, el valor de (1-o) es
aproximadamente 0,6-0,7 [289,290].

Para conocer los costes asociados a la gestion de los descartes se solicité informacién al
Director de Operaciones e Ingenieria de Mercabilbao quien nos proporcion6 informacion

detallada de dicha gestion.

La vida util de la linea se estim6 en 10 afios y la tasa de descuento y el incremento anual en

costes e ingresos se fijo en 5% y 3% respectivamente.

Como indicadores econdmicos para evaluar la viabilidad economica del proceso se utilizaron
el beneficio bruto (EBIDTA), el beneficio neto, el valor actual neto (VAN), la tasa interna de

retorno (TIR) y el periodo de retorno.

Muy brevemente, el beneficio bruto es la diferencia entre el ingreso anual y el costo de
operacion anual, mientras que el beneficio neto también tiene en cuenta los impuestos,
intereses de los préstamos y las amortizaciones. EI VAN determina si el escenario es rentable
en un cierto periodo de tiempo (vida atil del escenario) al descontar los flujos de caja del valor

presente.

Un VAN positivo indica que el proceso es rentable. El TIR es la tasa de descuento a la cual el
valor de VAN es cero. El TIR se usa comlnmente para indicar la eficiencia o el rendimiento
de una inversion y el periodo de retorno es el tiempo requerido para recuperar el costo de la

inversion [291].
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Asimismo, debido a la posible fluctuacién de variables como los gastos de procesado, la
inversion, los precios de venta y los precios de gestidn de residuos, se realizé un analisis de
sensibilidad para evaluar el impacto de cada variable en el desempefio econémico del proceso
planteado. Para ello se establecieron unos maximos y unos minimos para cada variable, fijados
en un = 20% [291] respecto al valor estimado como mas probable. El objetivo principal de
estas simulaciones es conocer las variables que mayor impacto tienen en los indicadores

econdmicos estudiados.

3.10.3 Factores legislativos
Se consulté al panel FEEDAP (The Panel on Additives and Products or Substances used in
Animal Feed) para solicitar informacién acerca de la inclusion de una nueva materia prima al

catalogo de materias primas para piensos regulada por el reglamento (UE) 2017/1017 [16].

3.11 Anélisis estadistico

Las diferencias entre los grupos fueron establecidas mediante el test ANOVA de una via
(analisis de la varianza) y mediante el Test de la t de Student en funcién de los grupos a
comparar. La normalidad de los datos se determiné mediante el test de Shapiro Wilk. En los
casos en los que las varianzas no eran iguales (calculado a través del Test de Levene), se
empled el estadistico robusto de comparacion de medias de Welch. La obtencién de estos
resultados se llevé a cabo con el paquete estadistico SPSS (IBM Corp. V 24.0, Nueva York,
EE.UU.).
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La seccion de resultados de esta tesis esta dividida en 7 apartados. Cuatro de ellos estan
pensados como publicaciones cientificas independientes (del 4.2 al 4.5) y han sido aceptadas
(apartado 4.2), enviadas (apartados 4.3 y 4.4) o estan en proceso de ser enviadas (apartado 4.5)
a revistas cientificas. Los tres restantes (apartados 4.1, 4.6 y 4.7) estan escritos en castellano y
estan pensados como informes con sus resultados y su discusion. Los apartados 4.1, 4.2y 4.3
se solaparon en el tiempo y explican los resultados de los experimentos desarrollados como
apertura de una nueva linea de investigacién para evaluar el potencial de las cepas
seleccionadas en los procesos de fermentacién. Los apartados 4.4, 4.5, 4.6 y 4.7 se desarrollan
en el Gltimo periodo de la tesis, y se plantearon como la aplicacién de los conocimientos
adquiridos en los apartados anteriores. A modo de guia, esta es la estructura de la seccion de

resultados y discusion.

e El apartado 4.1 describe el aislamiento de cepas ambientales, su identificacion y
caracterizacion y los procedimientos para aislar cepas mutantes con capacidades
mejoradas. Ademas, es una primera blsqueda de productos de valor a partir de

fermentaciones con Rhizopus sp.

e El apartado 4.2 describe la generacion de un primer modelo de SSF con
Rhizopus oryzae. Se identifica el rango éptimo de temperatura, el efecto del tiempo,
la adicion de fuentes de nitrégeno vy el efecto de la densidad de sustrato. Se obtiene

una primera ecuacioén de productividad.

e EIl apartado 4.3 recoge la utilizacién de un disefio compuesto central rotativo
(Central Composite Rotary Design) y el analisis mediante superficie de respuesta
(Response Surface Methodology, RSM) para la generacién de un modelo de SmF y
su validacién en diferentes subproductos, como son el lactosuero y las melazas de
naranja. La biomasa de hongo se muestra como un producto adecuado para la
alimentacion animal y cuya produccién es predecible en base a pardmetros

tecnolégicos.

e Enel apartado 4.4 se utiliza un disefio factorial y RSM para identificar las mejores
condiciones de valorizacion del BSG mediante SSF. Este subproducto, presente en

grandes cantidades, se ve muy enriquecido tras la fermentacion.

e A lo largo del apartado 4.5, se agrupa lo aprendido hasta el momento sobre el
metabolismo de Rhizopus y se aplica a una valorizacién integral de restos de frutas y

verduras, combinando SmF y SSF. Los resultados muestran que un aprovechamiento
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completo es posible, y que la fermentacion con Rhizopus sp. puede utilizarse como

una estrategia completa de valorizacién.

En el apartado 4.6 se explican las diferentes pruebas preliminares de escalado del
proceso de SSF y el estudio de la viabilidad técnico-econdmica. Una primera

aproximacién muestra un resultado positivo desde el punto de vista econémico.

El apartado 4.7 explica los resultados obtenidos mediante hidrolisis de las diferentes
biomasas obtenidas, los péptidos resultantes y sus posibles aplicaciones. La proteina
se extrae de manera eficaz y se hidroliza en péptidos de tamafio pequefio, si bien no

se han encontrado péptidos con actividad antibacteriana y antioxidante.

Finalmente, se incluye una discusién general de los resultados de la tesis, intentando
aportar una vision general de los resultados obtenidos durante los procesos anteriores
y aportando lo que, a mi entender, pueden ser lineas de continuacion del trabajo

presentado.
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4.1: Seleccion de cepas de Rhizopus sp.: herramienta
biotecnologica para la produccion de compuestos de
valor anadido
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La mutagénesis al azar es una herramienta poderosa para alterar la funcionalidad de un gen o
para aumentar la productividad de los procesos metabdlicos. Esta técnica se ha aplicado en
cepas de Rhizopus sp. utilizando agentes mutagenos quimicos, como la N-metil-N-nitro-
nitroso-guanidina [93], y mutagenos fisicos, por ejemplo, luz UV y radiacion gamma con #Co,
para aumentar la produccion de acido lactico [184]. Tanto las técnicas basadas en agentes
fisicos como quimicos requieren métodos de deteccion eficientes para facilitar la seleccion de
los mutantes deseados [273,292,293]. En este apartado se muestran los resultados de un
programa de mutaciones al azar enfocado a obtener cepas con mayor produccién de biomasa,
mayor proporcion de proteinas y mayor produccion de Aacidos organicos durante la

fermentacion.

1  Aislamiento y seleccion preliminar de
cepas

Tal y como se describe en materiales y métodos se
realizaron tres pases de asilamiento para aislar las
colonias similares a Rhizopus y se seleccionaron las

colonias aisladas de manzana y una de las muestras

de higo como posibles cepas de Rhizopus sp. Tras

la identificacién genética, las colonias aisladas de Figura 24. Pieza de higo utilizada
para el aislamiento de la cepa

higo (Figura 24) y manzana se identificaron con un ROR003.

100% de probabilidad como Rhizopus sp.

La cepa aislada de la muestra de higo se identificd internamente como RORO003 y la de

manzana como RORO004. =m. ROR001

7
Cuando se cultivaron las s e=t—ROR003
cepas ROR001, ROR003y = "o+ RORO04
ROR004 a 30 °C, la = 4
capacidad de crecimiento E 3

£ .-:..'%'--
(medida como el diametro § 2 L ol T i
- g 1 -—m-‘"""“”ﬂ'.‘

de la hifa en PDA) es 2

0

similar entre todas las 70 90 110 130 150

Tiempo de incubacion (horas
cepas  (resultados  no P (horas)

Figura 25. Diferencias en la capacidad de crecimiento de las
cepas ROR001, ROR003 y ROR004 en agar PDA a9 °Cy
cambio, la cepa ROR003  diferentes tiempos de incubacion. Las barras de error
representan DE (n=2).

mostrados). A 9 °C, en

parece crecer mas rapido
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que las cepas ROR001 y ROR004 (Figura 25), dando
como resultado un crecimiento 3 veces mayor en este
tiempo. Ninguna de las cepas aisladas puede crecer a
59C en PDA.

Al crecer en agar CMC, se observa un claro halo

cuando se producen las celulasas (Figura 26). En

medio CMC completo, (CMC + extracto de levadura Figura 26. Diferencias en la

y triptona), todas las cepas muestran una actividad produccion de celulasas de ROR001,

celulasa similar a 9 °C, pero la cepa ROR0O01 tiene RORDO3 y ROR004 en agar CMC

(5 °C dia 20).
una actividad significativamente menor a 5°C
(Figura 27).
EROR0O01
15 DROR003
1.6 mROR004 * *

Radio del halo {cm})

1.2
1
0,8
0,6
0.4
0.2
0
1 2

Condiciones experimentales

Figura 27. Diferencias en la actividad celulasa de las cepas ROR001, ROR003 y ROR004 en
agar CMC completo en la condicion 1 (9 °C, dia 15) y en la condicion 2 (5 °C, dia 20). Las
barras de error representan la DE (n=2). * Representan diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05).

En medio pobre (solo CMC), las cepas ROR001 y ROR004 tienen mayor actividad celulasa
que la cepa ROR003 a 9 °C y todas ellas presentan una produccion de celulasas similar a 5 °C
(Figura 28). La actividad celulasa es un pardmetro importante cuando se utilizan subproductos
vegetales como fuente de carbono. La cepa ROR004 ha demostrado una buena relacion entre
el crecimiento a bajas temperaturas y actividad celulasa en un medio pobre y, por lo tanto, se

considera la mas adecuada para las siguientes aplicaciones.
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W RORO001
O RORO003
ROR004

*
*
1.4
12
1.0
0.3
0,6
0,4
0,2
1 2

Condiciones experimentales

Radio del halo (cm)

Figura 28. Diferencias en la actividad celulasa de las cepas ROR001, ROR003 y ROR004 en
agar CMC en la condicién 1 (9 °C, dia 15) y en la condicién 2 (5 °C, dia 20). Las barras de
error representan la DE (n=2). * Representan diferencias estadisticamente significativas
(p <0,05).

2 Proceso de mutacion
Se selecciono la cepa ROR004 para el proceso mutagénico, tanto con tratamientos fisicos
como con quimicos durante diferentes tiempos de exposicion. Tras la exposicién a los
diferentes mutagenos, las células viables se recuperaron en un cultivo en PDA durante 48 horas
a 20 °C. La tasa de supervivencia (Figura 29) muestra que la exposicion a MNNG llega a una
mayor reduccién de ufc en el
tiempo de exposiciébn mas
corto (50 min) en comparacion

con la exposicion a UV y BE.

In ute/ml

Se consideraron 91 posibles

mutantes para un andlisis

adicional: 23 colonias aisladas

después de la exposicion con

0 20 40 60 80 100
BE durante 90 minutos, 23 Tiempo de exposicion (min)
colonias después del Figura 29. Curva de supervivencia de la cepa ROR004

tratamiento con BE durante SOMetida a agentes mutagenos (MNNG, UV'y BE).

100 minutos, 15 colonias después de la exposicion con UV durante 60 minutos, 10 colonias
después de la exposicién con UV durante 90 minutos, 18 colonias después del contacto con

MNNG durante 30 minutos y 2 colonias después del contacto con MNNG durante 50 minutos.
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Cada colonia aislada (91 mutantes + la cepa control ROR004) se cultivé en caldo PBC durante
24 horas a 20 °C con agitacion (140 rpm). De esas cepas, 15 (nombradas de la A a la O)
produjeron un cambio de color purpura a color amarillo (demostrando una alta capacidad de
produccion de acido) antes o al mismo tiempo que la cepa salvaje y se seleccionaron para
continuar con el proceso. En una segunda ronda, las cepas mas prometedoras fueron
reevaluadas en caldo PBC (100 pl del in6culo anterior en 3 ml de caldo fresco) durante 24

horas a 20 °C con agitacion (140 rpm).

0,50

0,40
0,30
’ o %
NA

Abs (460nm)
(=] [ o)
[ — [%]
[=1 =] (=]
% —
7 I

2 A & <

Q
& & ¥ E & & L
Cepas seleccionadas

Figura 30. Desarrollo de color amarillo (Abs 460 nm) en caldo PBC.

De esas cepas, las cepas ROR004 A, ROR004 B, ROR004 E, ROR004 F, ROR004 G,

ROR004 J y ROR004 O se seleccionaron para una caracterizacion adicional debido al rapido

desarrollo del color amarillo en el caldo. La intensidad
de color amarillo durante la SmF se midié por
absorbancia a 460 nm. La cepa ROR004 O parece
tener una absorbancia mayor a 460 nm (Figura 30). La
produccion de acido en sustratos soélidos se controlé en

agar PBC. Las cepas seleccionadas se cultivaron en

agar PBC (2 puntos de inoculacion de 10 ul) y se

midio el diametro del halo producido tras 24 horas a

20 °C (Figura 31). Las cepas ROR004 A, ROR0004 Figura 31. Produccion de halo
ill PB i I

B, RORO004 F y ROR004 O parecen producir Smarilo en agar PBC debido a la

produccién de &cido.
mayores halos que el control (Figura 32), si bien no se
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encuentran diferencias estadisticamente significativas. Las cepas ROR004 J y ROR004 G no

produjeron halos en agar PBC.

2.5
2

1.5

- I
0

2
ROROY L o0t A o0 B L ROt E L RV T L (o0t ©

Diametro del halo (cm)

Cepas seleccionadas

Figura 32. Produccion de halo amarillo (cm/24 h) en agar PBC. Las barras de error
representan la DE (n=2).

La tasa de crecimiento flngico en medio solido se midi6 como la tasa de produccidn de hifas
(diametro) en PDA. La cepa salvaje ROR004 y las posibles cepas mutantes ROR004 G,

RORO004 J y ROR004 E mostraron las mayores tasas de crecimiento (resultados no mostrados).

3  Caracterizacion bioguimica
Las cepas mutantes seleccionadas y las cepas salvajes se sometieron a una caracterizacién

profunda para evaluar su capacidad industrial.

En primer lugar, se determind la capacidad de la cepa comercial (ROR001), las cepas salvajes
(ROR004 y ROR003) y las cepas mutantes (ROR004 A, ROR004 B, ROR004 O, ROR004 F,
ROR004 G, ROR004 E y ROR004 J) para producir acidos organicos (acido citrico, lactico,
fumarico y malico) [185,294]. Los resultados demuestran que las cepas de Rhizopus
seleccionadas son productoras de &cido fumarico y malico y que no producen acido lactico o
citrico a un nivel significativo. (Tabla 7). Esto esta de acuerdo con lo publicado con Abe et al.
[295], que dividieron las cepas de R. oryzae en dos grupos, las cepas LA (productoras de acido
lactico) y las cepas FMA (productoras de acido fumarico-malico). Como explican Saito et al.
[296], esta situacion se debe a la ausencia de dos genes, IdhA y IdhB, que codifican la lactato
deshidrogenasa, una enzima clave en la ruta de produccion de acido lactico. A nivel estadistico,
la cepa ROR004 produce un contenido de acido fumarico significativamente mayor (g/l) que

la cepa ROR004 G, pero no hay diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre
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otras cepas con respecto a la produccion de acidos organicos (Tabla 7). La cepa ROR004 y los
posibles mutantes ROR004 A, ROR004 B y ROR004 O son las cepas mas prometedoras, ya
que parecen producir un contenido mayor de acido fumarico (53,8 + 3,2, 48,6 + 10,2,
40,6 + 4,2, 40,2 + 5,8 g/l respectivamente).

La produccion de acido fumarico obtenida, siempre mayor a 26,7 g/l, es superior a la obtenida
por otros autores [186,297], pero baja en comparacion con las productividades obtenidas
cuando se optimizan los parametros de produccidn en medios sintéticos. Otros autores han
publicado estudios para optimizar las condiciones de produccién de acido fumarico,
obteniendo rendimientos de 14,7 a 107,0 g/l en medios sintéticos optimizados [189,298-301].
En este medio de crecimiento para la produccion de &cidos orgénicos, no se agrego nitrogeno
adicional y el nitrégeno disponible fue el derivado de la biomasa recolectada del cultivo inicial.
Esta escasez de nitrégeno da como resultado una alta produccién de acido fumarico. Segin lo
descrito por otros autores, el factor mas importante para promover la produccion de &cido
fumarico en R. oryzae es una alta relacion C:N (120: 1- 150: 1) [185]. Agregar un agente
neutralizante como CaCOs3 o desarrollar un proceso simultdneo de fermentacion y separacion
gue evite el uso de agentes neutralizantes mientras previene la inhibicién del producto y
mantiene un alto nivel de oxigeno disuelto en el medio de fermentacion también son estrategias
posibles para mejorar el rendimiento [186,187]. En condiciones anaerébicas, R. oryzae forma
etanol y otros subproductos de fermentacion no deseados [17], alejando el carbono de la via
del fumarato. Los niveles més altos de oxigeno limitarian la cantidad de etanol producido vy,

por lo tanto, conducirian a mayores rendimientos de fumarato.

La produccion de acido fumarico se ha aplicado a la fermentacion de desechos organicos,
como el hidrolizado de salvado de trigo [302], recursos de la produccion de biodiesel y de la
produccion de azlcar de cafia [303], residuos de comida de restaurantes, cocinas y cafeterias
[304], material lignocelulésico [173], aguas residuales de cerveceria [305] y subproductos de
la industria de frutas [182]. En estos casos, la produccion final de &cido fumérico oscilé entre
25y 40 g/l. Nuestras cepas mas prometedoras producen un contenido alto de acido fumarico
en condiciones de matraz de agitacién (40,2 - 53,8 g/l) y, por lo tanto, podrian ser posibles
candidatas para los procesos de optimizacion como herramienta biotecnoldgica para el

tratamiento de residuos y produccion de acido fumarico.

La concentracion de proteina no difiere significativamente entre las cepas estudiadas en este
medio, aunque tiende a ser mayor en ciertos casos (ROR004 G, ROR004 E y ROR004 J,
Tabla 7). Las cepas ROR004 G y RORO004 J producen una cantidad de biomasa
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significativamente mayor que las cepas ROR004 E y ROR004 F, y la cepa ROR004 J, un
rendimiento de proteina significativamente mayor (g/l) en comparacién con la cepa
RORO004 F. Buscando la aplicacion en la industria alimentaria,, la concentracion de proteina
de la biomasa es un parametro muy importante y, por lo tanto, las cepas mutantes mas
prometedores son las cepas ROR004 J y ROR00 4 G, con una alta produccion de biomasa y

una alta concentracion de proteinas, lo que resulta en un alto rendimiento proteico (Tabla 7).

Cuando se utiliza un medio optimizado con las cepas mutantes, la cepa ROR004 G es la que
tiene un rendimiento de biomasa y una produccion de biomasa significativamente mayor
(0,30 + 0,03 g ES/g de glucosa consumida y 5,1 + 0,3 g ES/I respectivamente) (Tabla 8). La
cepa ROR003 produce un contenido de proteina significativamente mayor (34,4 + 2,8% ES)
que la cepa ROR001 (18,0 + 1,6% ES), si bien no hay diferencias significativas entre el
contenido de proteinas del resto de cepas (Tabla 8). El rendimiento de proteina (g proteina/l)
es significativamente mayor en la cepa ROR004 G (1,5 £ 0,3 g/ I) y minimo en ROR001
(0,6 £0,1 g/ I). En este caso, una fuente de nitrégeno en el medio es vital y se necesita una
relacion C:N mas baja, con un medio balanceado que tenga una relacion C:N de 10:1 o inferior
para garantizar un alto contenido de proteinas [306]. En todos los casos, la glucosa presente

en el medio después de 72

2 —e—ROR0M4 G RORO04B

ROR0O3 RORO04 horas estd por debajo de
18 f —8—RORO04A  —#—ROROM4 T . .
16 —e—ROR0040 —#—ROR00! 4 g/l, lo que implica una

—
=

reduccion de al menos el

gjz 75% de la concentracion

és inicial. El consumo de
j glucosa durante la
2 fermentacion difiere
0

significativamente entre las
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo de fermentacion (horas) cepas (Figura 33), aunque
Figura 33. Concentracion de glucosa (g/l) en el medio de
fermentacién durante las condiciones de produccion de
biomasa y proteina en. Las barras de error representan DE ~ menores a las 72 horas,
(n=3).

esas diferencias son

donde el consumo de

glucosa solo difiere significativamente entre la cepa ROR004 A y ROR004 B.

En este caso, las cepas ROR004 J y ROR004 G son las cepas seleccionadas cuando la SmF se

enfoca a la produccion alta de biomasa y proteinas.
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Tabla 7. Produccién de biomasa (g ES/I), proteina (% ES), rendimiento proteico (g/l), consumo glucosa (%) y produccion de acidos organicos
(g/l; &cido fumarico, acido malico, &cido lactico y &cido citrico) en las cepas seleccionadas durante la SmF ajustada a la produccién de acidos

organicos.
) Rendimiento Acido Acido Acido Acido
Cepa Biomasa  Proteina ] Consumo glucosa . ] ) )
proteico fumarico malico lactico citrico
ROR001 3,7+1,2% 132+28 05+0,1® 96,1 + 3,62 41,2 +157% 3,0+0,22 <0,05 <0,05
RORO003 52+19% 11,1+1,0* 0,6+0,2® 97,7+1,1° 38,6 + 0,0 ND ND ND
ROR004 59+14® 99+02* 06+0,1® 95,6 + 0,32 53,8+3,2> 3,0+0,4° <0,05 <0,05
ROR004 A 59+1,1% 131+26% 0,8+0,0® 97,3+1,8 48,6 £10,2% 3,1+0,22 <0,05 <0,05
ROR004B 4,6+0,2% 132+0,6% 0,6+0,0® 93,8 £0,2° 40,6 +4,2% 29+0,12 <0,05 <0,05
ROR0040 3,7+0,0® 13,4+0,1% 0,5+0,0® 93,7+0,3 40,2+58% 28+0,12 <0,05 <0,05
RORO04F 29+05* 11,9+28* 0,3+0,0° 93,8 £ 0,62 30,6 £ 0,0 ND ND ND
ROR004G 54+0,3" 16,0+56% 0,9+0,3® 95,7+2,18 26,7+£6,2% ND ND ND
ROR0O04E 3,7+0,2* 172+17*% 0,6+0,1® 96,4 + 2,8 29,0 £ 0,2% ND ND ND
RORO004 J 6,4+05° 157+1,0° 1,0+0,1° 92,1+1,82 27,1+48% ND ND ND

ND: no determinado; misma letra en la misma columna significa que no hay diferencias estadisticamente significativas al 95% de nivel de confianza; los valores se expresan como el valor medio + DE (n= 2).
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Tabla 8. Consumo de glucosa (%), produccion de biomasa (g ES/I), rendimiento de la biomasa (g ES/g glucosa consumida), proteina (% ES) y
rendimiento proteico (g/l) en las cepas seleccionadas durante la SmF ajustada a la produccion de proteina (C:N 10,7).

Cepa Consumo de glucosa Biomasa Rendimiento de la biomasa  Proteina  Rendimiento proteico
ROR001 92,1 +54% 32+0,32 0,17 + 0,012 18,0+ 1,62 0,6+0,12
RORO003 92,6 +7,7% 3,9+0,9% 0,21 +0,06® 34,4+28° 1,4 +£0,4%
ROR004 88,1 + 8,2% 3,3+0,22 0,19 + 0,022 25,1 +9,6%® 0,8 £0,2%
ROR 004 A 83,5+9,52 3,5+0,6% 0,21+ 0,022 24,6 + 3,8® 0,9 + 0,23
ROR 004 B 98,2 +3,4° 3,7+0,6% 0,19 + 0,04° 24,3 £5,8% 0,9 +0,3%¢
ROR 004 G 85,9 + 4,8% 51+0,3° 0,30 +£0,03° 28,7 £3,3® 15+0,3¢

ROR 004 J 93,1+5,7% 3,9+0,2% 0,21+ 0,022 28,6 +2,3® 1,1+0,1%¢
ROR 004 O 99,5+ 0,1% 3,1+0,32 0,15+ 0,022 245+ 1,6® 0,8+0,1%

Misma letra en la misma columna significa que no hay diferencias estadisticamente significativas al 95% de nivel de confianza; los valores se expresan como el valor medio + DE (n= 3).
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La SmF con aireacion forzada se llevo a cabo en las mismas condiciones que las éptimas para
produccion de biomasa y proteinas del apartado 4.3 de resultados y discusion (Tabla 19,
condicion 10) El suministro insuficiente de oxigeno aumenta la demanda nutricional y, por lo
tanto, disminuye el crecimiento de hongos [306]. Los resultados demuestran que no hay
diferencias significativas en el consumo de glucosa (hasta el 99% en todos los casos) y la
produccion de biomasa entre las cepas (Tabla 9). La produccidn de proteinas y el rendimiento
proteico, de lo contrario, son mas altos en las cepas salvajes (Tabla 9).

Tabla 9. Consumo de glucosa (%), produccién de biomasa (g ES/I), rendimiento de la biomasa

(g ES/g glucosa consumida), proteina (% ES) y rendimiento proteico (g/l) en las cepas
seleccionadas durante la SmF con aireacion forzada (C:N 3,4).

Consumo . Rendimiento de . Rendimiento
Cepa Biomasa . Proteina .
glucosa biomasa proteico
RORO003 99,1+0,5% 10,8+6,2* 0,34+0,200 31,6+19® 34+0.2%®
ROR004 99,6 + 0,12 90+1,9° 0,28+0,06° 42,1+52° 3,8+0,5°

RORO004 J 99,5+ 0,12 8,0+2,0° 0,25+0,06° 329+6,2® 26+0,5°
ROR004 G 99,5+0,0% 9,3+0,62 0,29+0,02¢0  28.7+0,4° 2,7+0,0

Misma letra en la misma columna significa que no hay diferencias estadisticamente significativas al 95% de nivel de confianza; los valores se

expresan como el valor medio + DE (n= 2, excepto ROR004 n=6).

Si se comparan las tres diferentes condiciones de fermentacion sumergida utilizadas en este
apartado.(condicion 1: SmF con agitacién, medio para produccién &acidos organicos;
condicion 2: SmF con agitacién, medio produccion biomasa y proteina; condicién 3 SmF con
flujo aire, medio produccién biomasa y proteina, Tabla 10), se observa que la biomasa
recolectada es mayor en la mayoria de los casos en la condicién 3, donde la relacion C:N es
3,4 y el tiempo de fermentacién es de 120 horas. Se puede especular que el mayor tiempo de
incubacién en la condicion 1 compensa el menor ratio C:N de la condicion 2. En general, la
concentracion de proteina es significativamente mayor en las condiciones 2 y 3 en
comparacion con la condicion 1, excepto en la cepa ROR004 G, si bien se observa como
tiempos largos de incubacion incrementan el rendimiento proteico. El consumo de glucosa
siempre es mayor que 83,5 £ 9,5 % y no hay diferencias significativas entre las distintas
condiciones, excepto en la cepa ROR004 O (Tabla 10). A modo de conclusion, se puede
afirmar que el tiempo de fermentacion es critico para una alta produccion de biomasa y su
efecto es mayor que la composicion del medio. Sin embargo, la composicién del medio es
critica para la produccion de proteinas y, en este caso, el tiempo no es un factor clave, ya que

el periodo de incubacion mas alto no conduce a una mayor produccién de proteinas.
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Tabla 10. Efecto de las condiciones de fermentacion en la biomasa (g ES/I), rendimiento de la biomasa (g ES/g glucosa consumida), proteina (% ES),
rendimiento proteico (g/l) y consumo de glucosa (%).

Condicion  ROR004 ROR004 A ROR004B ROR0040 ROR004G ROR0041J RORO003
1 59+ 1,4 59+1,1°2 4,6 +0,22 3,7+0,0? 54+0,3? 6,4 +0,5° 52+1,9
Biomasa 2 3,3+0,2° 3,56+0,6° 3,7+0,62 3,1+0,3° 51+0,3? 3,9+0,22 3,9+0,9?
3 9,0+1,9° 9,3+0,6° 8,0 +£2,0? 10,8 + 6,22
Rendimmi 1 0,07 +0,03* 0,07 +£0,02¢ 0,08 +0,02¢ 0,08 +0,02¢ 0,07 +0,02¢ 0,06 + 0,012 0,05+ 0,012
endimiento
b 2 0,19+ 0,023 0,21 +0,02° 0,19 +0,04° 0,15+ 0,02 0,30 +0,03*> 0,21 + 0,022 0,21 + 0,062
iomasa
3 0,28 + 0,06° 0,29 + 0,02 0,25 + 0,06? 0,34 + 0,202
1 99+0,22 13,1+26%* 132+0,6* 13,4+0,1* 16,0+£5,6% 15,7+1,0% 11,1 +1,02
Proteina 2 25,1+96° 246+38° 243+58° 245+16° 287+33% 286%23° 34,4 +28°
3 42,1 +5,2¢ 28,7042 329%6,2° 31,6 £1,9°
1 0,6 +0,1° 0,8 +0,0? 0,6 +0,0? 0,5+0,0? 0,9+0,3° 1,0+0,12 0,6 +£0,22
Rendimiento
) 2 0,8+0,2° 0,9 +0,2° 0,9+0,3? 0,8+0,1° 15+0,3% 1,1+0,12 1,4 +0,42
proteico
3 3,8+0,5° 2,7+0,00 2,6 +0,5% 3,4+0,2°
1 956+0,3 973+1,8 938+0,2% 93,7+0,3% 957+21* 92,1+1,8? 97,7+ 1,12
Consumo de
glucosa 2 88,1+82%2 835+95% 982+34% 995+0,1° 859+4,8° 931+57° 92,6 7,72
3 99,6 £ 0,12 995+0,06 99,5+0,1° 99,1 +£0,52

Misma letra en la misma columna significa que no hay diferencias estadisticamente significativas al 95% de nivel de confianza; los valores se expresan como el valor medio + DE (condicién 1 n= 2, condicién 2 n=3 y condicién 3

n=2 excepto ROR004 n=6).
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Finalmente, se analizo el perfil de AG de la biomasa flngica, ya que también es un factor
importante en su aplicacién como materia prima de alto valor (Tabla 11). No se ha
realizado el andlisis estadistico debido a que los resultados son replicacion de analisis (3)
y no experimentales. Los AG mas comunes son el &cido oleico (C18:1), el acido palmitico
(C16:0), el &cido estearico (C18:0) y el &cido linoleico (C18: 2n-6), de acuerdo con estudios
previos [307,308]. La cepa ROR001 produce, aparentemente, una menor proporcion de
C16:0 (14%) y C18:0 (8,3%) y una mayor proporcion de C18:1 (58,7%) y C18:2n-6 (9,1%)
que el resto de las cepas. Ademas, los resultados conducen, aparentemente, a diferencias
en la proporcidn total de SFA, siendo esta proporcion 1,5 veces menor en la cepa ROR001

que en el resto de las cepas.

Parece claro que la seleccion de la cepa es un paso critico dependiendo del producto
deseado. Las cepas de tipo salvaje, ROR003 y RORO004, son las seleccionadas como
prometedoras por su capacidad de crecimiento a bajas temperaturas y bajas condiciones de
nutrientes para la SSF. Las cepas expuestas al proceso mutagénico no producen mayores
cantidades de acidos organicos, aunque las cepas ROR004, ROR004 A, ROR004 B y
RORO004 O son las cepas mas prometedoras con una produccion de acido fumarico superior
a 40 g/l. Para la produccion de biomasa y proteinas, las cepas de tipo salvaje (ROR003 y
ROR004) y ROR004 G y ROR004 J son las cepas mas prometedoras con una produccion
de biomasa fungica de méas de 8 g/l, si bien la mayor concentracion y mejor rendimiento

proteico final se obtienen con la cepa salvaje ROR004.

La biomasa y las proteinas se ven claramente afectadas por el tiempo de incubacién y la
proporcion C:N. El alto tiempo de fermentacion y una relacion C:N de 10,7 o menor
conducen a una mayor produccion de biomasa (g/l), una mayor concentracion de proteina
(%) y un mayor rendimiento proteico (g/l). Sin embargo, la produccién de acidos orgéanicos

se debe hacer con un alto C:N mayor.

De cara a un enfoque real, y dependiendo de la composicién de los residuos organicos, la
estrategia podria dirigirse a la produccion de &cido fumarico (alto contenido de carbono y
bajo contenido de nitrégeno) o la produccion de biomasa y proteinas (menor relacion C:N).
También debe estudiarse el tiempo de fermentacion, equilibrando los costes operacionales
y los productos quimicos producidos, la productividad final de la biomasa y la calidad del

perfil.
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Tabla 11. Perfil de AG (% total AG) de las cepas estudiadas.

FA ROR001  ROR003 ROR004  ROR004A ROR004B ROR004G ROR004J  ROR004 O
14:0 0700 0600 0500 06+00 06%00 06+00 0600 04+03
16:0 14,£00 20,6+01 20501  215+03 235+04 229+02 234+01 237202
16:1 20+£00 14201 <LD 08+00 2100 1,5%00 1,1+0,0 1,7+0,0
180 83+00 218+01 229+00  240+01 184%01 22,701 23001  21,1+01
18:1 58,7+00 420+01 421+02  418+02 379+02 395+02 389+02  384+03
18:2n-6 91+00  65%0,0 6,7+0,1 54+00 7901 5400 6,2+0,0 6,9+0,0
18:3n-6 38+00 2,2%0,0 16+0,1 11+00  42+00 18+00 1,8+0,0 2,6+0,0
18:3n-3 0,7+0,0 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
20:0 05+00 13%00 1,3+0,0 13+00 1,0£00 1,2+00 1,1+0,0 1,0+0,0
20:1n-9 03+00 03+00 0400 03+00 0300 03+03  03%0,0 0,2+0,0
22:0 06+01 13%0,3 1,1+0,0 12+00  1,2+00  1,2+00 1,2+0,0 1,2+0,0
24:0 1,3+00  21+0,0 1,9+0,0 2001  3,0£00 29+01 2,5+0,0 2,9+0,0
SFA 255+00 476+01 482+01  506+02 477+02 515+01 518+02  502+0,3
MUFA 61,0£00 436+01 434+02  430+02 402+02 41,3+01 403+02  404+073
PUFA 136+0,1 880, 8,3+0,1 65+00 121+01 7,2+0,0 7,9+0,0 9,5+0,0

LD: limite de deteccion; los valores se expresan como el valor medio * DE; los datos son promedios de tres analisis. .
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Rhizopus oryzae as fermentation agent in food derived sub-products

1 Abstract

The present research describes the use of Rhizopus oryzae as bioconversion agent of different
agro-industrial by-products (fruit wastes, olive pulp cake, coffee grounds and potato peels) by
Solid State Fermentation (SSF) at different experimental conditions to enhance their value as
animal feed. Results showed that Rhizopus oryzae grows better at fruit wastes than in other
by-products. Fermentation process produced a protein and fat rich mycelia (respectively,
7.8+1.2 and 9.0 £ 0.4% of dry matter (DM)) and reduced the carbohydrates content of
considered by-products from 60.6 £ 0.4 to 40.1 + 0.3% DM in 3 days. Supplementation with
different nitrogen sources increases dramatically the protein concentration in the mycelia up
to 46.8 £ 0.7% of DM. After fermentation, amino acid profile changed in the fermented
product, with significant enrichment of several essential amino acids like valine, leucine,
threonine, isoleucine and arginine and lower aspartate concentration. In conclusion, obtained

product can be a high value alternative for animal feed.

2 Introduction

In Europe, estimated food-derived waste is close to 87 million tons per year, with a high
proportion coming from processing facilities [3]. Among of the ethical and economic
consequences, reducing wasting is a key factor in the food supply chain sustainability.
Farmers, processors and food manufacturers are great “waste” producers who demand
alternatives to reuse/revalorize their non-using products. One of the most evident alternatives
is bioconversion of these agro-industrial residues by microbial fermentation, transforming
poor-nutrients wastes into higher nutritive valuable animal feeds, human food ingredients or
enzymes [124,141,309] .

Among others, Rhyzopus genus (phylum Zygomycota, class Zygomycetes, family Mucoraceae)
is a fungal genus broadly used as bioconversion organism in SSF. This genus, composed of 10
species, includes food related species (R. oligosporus and R. oryzae) [310] which are used for
tempeh production in South-East Asia, for nuts, grains, legumes and fruits fermentation
[100,101] or rice wine production [102].

Several characteristics make this genus interesting for massive application in biotechnology
industry, like wide growth temperature interval (from 25 to 45 °C), wide growth and survival
pH range (at least, from 4.5 to 7.5), board fermentative substrates and the range of by-products

produced. R. oryzae can grow using as carbon source pentose sugars and agricultural wastes
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such as cassava, potato pulp, potato starch, corn straw, apple industry waste, rice bran, orange
peel, dairy industry wastes, wheat gluten, wheat bran, barley bran, walnut wastes, soybean,
xylose, lignocellulosic materials and so on. This fungus encodes a diverse repertoire of
CAZymes (Carbohydrate active enzyme), including amylases [223,311], xylanases [312],
pectinases [165,224], and cellulases [167,313].

Due to these board metabolism capabilities and, to the best of our knowledge, the lack of toxins
production, R. oryzae has become a powerful biotechnological tool for industrial production
of lactic acid and fumaric acid [173,176,182,302], chitin and chitosan polymers [173]. several
enzymes (cellulases, lipases, proteases...) [129,167,247] esters and volatile compounds [264],
nutritionally enriched products [145,314] and long chain fatty acids [315,316]. Moreover, it
has been used for aflatoxin (B1, B2, G1, G2 and M1) reduction after between 96-120 h of
incubation with an efficiency of 100% [109].

Solid State Fermentation (SSF) is a fermentation process especially appropriate for
filamentous fungi, mainly because they have a special ability to penetrate into the mass of
solids and due to the high oxygenation ratio that is possible [124]. SSF is receiving more and
more interest, as studies have demonstrated superior product yields and simplified downstream
processing [129,130] than submerged fermentation (SmF) and has been successfully exploited
for food production [122].

This paper deals with developing a bioconversion process of agro-industrial by-products using
Rhizopus oryzae as the bioconversion agent in SSF. In order to obtain the most suitable process
we optimized some fermentation characteristics, such as type of sub-product, substrate density
(gram of substrate per cm?), incubation T, time, and nitrogen addition. We also evaluated the
nutritional composition and amino acid and fatty acid profile value of the final by-products for

using it as animal feed.

3 Materials and methods

3.1 Microorganism and culture media
Commercial R. oryzae culture (internal code ROR001) was provided by Top Cultures,
(Belgium). The inoculum was received as a powder and stored at 4 °C until use. The

specification sheet claims 8,000,000 spores per gram of starter when it was packaged.

RORO003 and ROR004 (internal code) were isolated from rot fig and apple. For the isolation

process of Rhizopus sp. several rot fruits and vegetables were collected. 10 g of each sample
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was mixed with buffered peptone water (1:10) during 1 minute in a stomacher. The samples
were inoculated in PDA with chloramphenicol and incubated at 30 °C for 48 h. Colonies with
similar appearance of Rhizopus sp. were selected and inoculated in PDA agar for their
identification by internal transcribed spaces (ITS) analysis. ITS rDNA of the isolates was
amplified using primers ITS1 and ITS4. The amplified gene products were purified using
GFX ™ PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare). Nucleotide sequencing of
the genes was done in Secugen S.L. (Madrid, Spain). The BLAST program of the National
Center for Biotechnology Information (nchi) was used for homology searches with the

standard program default and both were identified with a 100% of probability as Rhizopus sp.

Tryptone Soya Broth (TSB, Oxoid CM0129, Basingstoke, Hampshire, England), Potato
Dextrose Agar (PDA, Oxoid CM0139, Basingstoke, Hampshire, England), and Plate Count
Agar (PCA, Oxoid CM0325, Basingstoke, Hampshire, England) were used for bacterial and
fungal propagation and count. Buffered Peptone Water (Oxoid CM1049, Basingstoke,
Hampshire, England) was used for sample dilution when required. All media were prepared
as recommended by the producer and sterilized at 121 °C for 15 min. The total microbial and

fungal determination was done at 30 °C for 48 h.

Urea (Panreac Quimica SA, Barcelona, Spain), protease peptone (Oxoid LP0085, Basingstoke,
Hampshire, England) and ammonium sulfate (Panreac Quimica SA, Barcelona, Spain) were

added to samples for nitrogen supplementation when required.

3.2 Solid substrates
Potato peels were supplied by Natuber S.L (Vitoria, Spain) as a result of the commercial
French-fries production process and they were stored at -18 °C until use. Just before use, potato
peels were blanched at 98-100 °C for 1 minute using a strainer. Apple, pear and orange wastes
were provided by local markets. They were made purée by mixing for 4 minutes at low potency
and high temperature in a Thermomix (Vorwerk). Maximal temperature during mixing was
between 85-93 °C. Orange peel was cut into 1 mm pieces (approx.) by similar treatment but
without temperature increase. The obtained purées were stored at -18 °C until use. Just before

using, samples were defrosted in a water bath at 45 °C until complete defrost.

Olive pulp cake tested was collected from Sociedad Cooperativa “La Milagrosa” from the
olive campaign of 2011 (Monterrubio de la Serena, Extremadura, Spain) after traditional oil
extraction. Coffee grounds were provided by Ekogras, a waste manager located in

Etxarri-Aranaz (Navarra, Spain). Both samples were stored at -18 °C and defrosted just before
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using at 4 °C during 24 h. After complete defrost, samples were diluted adding distilled boiling
water in a proportion of 1:2 w/w for olive pulp cake and 2:1 for coffee grounds and adjusted
to pH 6.5. All cutting, blender and storage material was cleaned with ethanol (70% v/v) before

use.

3.3 SSF process
SSF was carried out on 135 mm diameter sterile petri plates for 72 h at 30 °C (surface area
143.1 cm?). When incubation area and substrate density were tested, fermentation was done
on plastic trays with different sizes (from 9.6 up to 561.6 cm?) at 30 °C for 72 h. For final
product characterization, the incubation area was 2340 cm? and substrate density was
0.10 dry fruit g/cm?. 1% of spore suspension (10° cfu/ml) was added to the fermentation

substrates. Spore suspension was prepared as done before by Ferreira et al. [161].

Nitrogen supplementation
Nitrogen supplementation was done in two levels, 1.2 g and 2.4 g nitrogen/100 g substrate.
After inoculation of the fermented samples corresponding nitrogen source was added (urea,
ammonium sulfate and protease peptone) in the necessary proportion to supply the exact

nitrogen.

3.4 Analytical determinations
Mycelia production was determined by separating the mycelium formed from the product and
calculating the Dry Matter (DM). From SSF fermentation of solid substrates, formed mycelia
was removed from the substrate, washed twice with distilled water (2:1 v/w) and filtered
through 300 um metal filter. Retentate was considered as mycelium. DM was calculated by

drying the sample at 60 °C during 24 h, until constant weight.

Total protein, total fat and total sugars were determined by Kjeldahl, Soxhlet and Luff Schoorl
methods and moisture and ash gravimetrically as recommended by the official methods of the
“Centro de Investigaciéon y Control de Calidad, Ministerio de Sanidad y Consumo,

Spain”[278].

Fatty acid profile was determined by adding 10 ml of sodium methylate to 0.10-0.15 g of fat
and boiled for 15 minutes in a reflux system. Samples were cooled introducing them in ice.
After that, they were neutralized by adding sulfuric acid (5%) in methanol and again boiled
during 10 minutes, cooled in ice and mixed with 15 ml of n-hexane. Saturated sodium chloride
was added forcing the separation of the hexane from the inorganic part. On that point, the

methyl esters were dissolved in the hexane part and put in a GC vial. GC-FID analysis was
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fitted with a DB-WAX 122-7032 column of Agilent Technologies (30 m x 0.25 mm). Program
was 50 °C for 2 minutes, a 10 °C/min gradient up to 240 °C and 9 minutes at 240 °C. When
n3 fatty acids were determined the program was 50 °C for 2 minutes, a 5 °C/min gradient up
to 240 °C and 5 minutes at 240 °C. Fatty acid methyl esters were identified by comparing the

retention time with standards and were expressed as percentages of total fatty acids.

Amino acid profile was determined by liquid chromatography and fluorescence detection after
sample derivatization using AccQ Fluor Reagent Kit (Waters WATO052880). For the
derivatization, samples and standards were neutralized by adding HCL 0.6 N and left for 24 h
at 100 °C. The derivatization was done as specified in the kit. The HPLC- FPLC analysis was
fitted with a AccQ.Tag for hydrolysate amino acid analysis column of Agilent Technologies
(3.9 x 150, 4 um, Silica base bonded with C18), fluorescence detector (Ex=250 nm;
Em=396 nm) and performed in gradient system (60% Acetonitrile-40% Buffer Accqg.tag
(10% v/v) 5 minutes- 100% Buffer Waters Accq.tag (10% v/v) for next 9 minutes. Amino

acids were quantified comparing the mean value of the peak area with the calibration values.

3.5 Statistical analysis
All the experiments and analyses were duplicated and analyzed using the software package
Statgraphics Centurion XVI. Factors were considered significant when their probability
(p-value) was less than 0.05 and were analyzed with one-way ANOVA (analysis of variance)
models.

4 Results and discussion

4.1 Strain and substrate selection
RORO001, ROR003 and ROR004 strains were tested for their fermentation capability using a
mixture of fruit wastes (apple and pear) as substrate. After 3 days of incubation at 30 °C, there
were no significant differences between the growth of the three strains. Yield mycelia were
21.1+0.9,21.6 £2.1 and 23.9 £ 6.7 g of DM/ 100 g of dry fruit wastes by ROR001, ROR003
and RORO004 strains, respectively. ROR001 was selected as the best strain for further analysis,

especially due to its commercial availability and stability.

RORO001 was grown in different substrates: pear wastes, a mixture of pear and apple wastes,
orange wastes, orange peel, potato peel, olive pulp cake and coffee grounds. Fruit wastes,

(whole orange, pear and apple and pear mixture) were the best substrates for the fungus as a
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result of the density of the mycelium formed (Table 12). The potato peel was also a good

substrate, but produced mycelium was more difficult to be removed than from the fruit matrix.

Table 12. Composition (DM %) and pH of tested food derived substrates and mycelium
formation during SSF.

- . . Mycelium

Substrate Humidity pH Sugar  Protein Lipids formed
Pear 86.72 450 1170 0.42 0.3 5
Fruit mixture (apple + 84.0 42 97 0.4 0.3 5
pear)

Whole orange 80.9 34 8.6 0.8 0.3 5
Orange peel 81.9b 38> 3.8 1.0 ND 1
Potato peel 81.9 5.6 <1.0 1.9 0.5 4
Olive pulp cake 62.4 5.6* ND 2,9 4.4 2
Coffee grounds 56.4 5.6* ND 6.1 8.8 1

Mycelium density was evaluated from 1 (very poor) to 5 (complete coverage of the surface, dense mycelia); *pH adjusted to 6.5 before mycelium

growth; ND: not determined a: [317] b: Carlos Bald, personal communication.

Probably because their high proportion of free sugars, fruit wastes samples are one of the best
substrates for the fungus mycelia formation. Several attempts have been made in order to
obtain value added products through microbial transformation of orange waste, apple pomace
and grape pomace [115,182,318]. The little fungus mycelia formation in olive pulp cake,
coffee grounds and orange peel can be due to the little free sugar available in the samples or
due to a growth inhibition as consequence of high polyphenols concentration, but further
experiments must be done to confirm this point and also to evaluate the bio-fermentation as

part of a strategy of reducing the polyphenol content [319] in those samples.

4.2 Incubation time

8.0
and temperature
— = - T
ROR001 multiplied up to gn 70 _!
5 ....n"""‘""
107 cfu/ml in first 72 hours m 6.0 L
o 0,
A vedpes 20 °C
and became stable up to 148 Z 50
5 — 25 °C
. . 3
hours (Figure 34) in a board ; 40 ———30°C
fermentation  temperature E” 10 — 35
range  (25-35°C) using
. . 2.0 : : : . _
mixture of fruit wastes 0 1 ’ 3 4 5 6 7
(apple and pear), and potato Time (days)

peels (1:1). Over 35 °C, Figure 34. Fungal count after different time and

temperature conditions of fruit waste ad potato peel
samples became dehydrated fermentation by SSF.
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rapidly, and fungal growth was consequently reduced (results not shown). 72 hours of
incubation at 30 °C were selected as best relation between fungal growth and humidity losses.
RORO0O01 was able to growth at 20 °C and 15 °C at very low rates and required more than 120

hours to show a significant mycelia growth (results not shown).

Fungal multiplication in food matrix is reflected as fungal mycelia formation. At 30 °C,
maximal productivity arrived after 3 days (22.2 + 1.5 g of DM/100 g), after that the mycelia
formation decreased significantly ina 19.7 £ 8.9% in the next 24 h. Hereby determined optima
temperature (30 °C) agree with published results for fumaric acid production during apple
pomace fermentation [19] rice bran fermentation and protein production [144,145] and it is
determined as the best temperature for the growth of Rhizopus sp. [80]. In our experimental
conditions, 72 hours were necessary for maximal mycelia production. This is very dependent
on the fermentation process and on the final objective, and other authors refereed 12-16 h as
the maximum biomass formation period followed by a biomass reduction phase in potato
starch wastewater fermentation at 30 °C [170]. Hamdy [314] otherwise concluded that the
maximum biomass formation occurred after 144 h of fermentation period of orange peels. This
time needed to obtain the highest amount of mycelia depends on the substrate, where its

composition and the availability of the nutrients have a great importance.

4.3 SSF substrates optimization

Because of the higher productivity and practical consideration (lower contamination problems,

no supplement requirements 10000 - .
and no pH adjust required), fruit 9000 -
8000 4
wastes were selected as the best £ g9 |
| +
. =t 1
candidate for SSF process 3 6000 3
o 2 5000 |
optimization. 2 4000 | .
# 3000 .
The importance of the = 2000 -
incubation area and the 1003 _ _
substrate density (gram of 0 100 200 300 400 500 600
Surface (cm?)

substrate per cm?)  were

considered  for optimization. Figyre 35. Dry mycelium formation after fruit wastes
When similar amount of substrate fermentation (72 h, 30 °C) in different surfaces.
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(50-60 g of dry fruit wastes)
was extended in different tries,
there was a linear (R?=0.9685)

relation between surface and

obtained mycelium
(Figure 35). In all cases,
sample  covered  studied

surface completely.

Considering substrate density
(g of substrate/cm?) and yield
(mg of mycelia/g of substrate),
highest productivity after 72

Yiled (mg mycelia/g substrate)

180
160 -
140 -
120 +
100 +
80 +
60 -
40 -~
20 A

*

N

1 2 3 4 5
Substrate density (g/cm?)

Figure 36. Relation between substrate density and yield after

fermentation (72 h, 30 °C) of fruit wastes.

hours was observed when density was close to 100 mg/cm? (Figure 36).

Experimental equation obtained from Figure 36 can be used for mycelium production

prediction if substrate density is known in between 0.09 and 5.0 g/cm?. Obtained equation was:

Where Y is fermentation yield
(mg mycelia/g substrate) and
D is

(g substrate/cm?).

substrate  density

This equation (9) was used to

predict the biomass formed in

independent  fermentation
processes  with  similar
fermentation conditions.

Obtained results showed a

good  relation  between

predicted and obtained yield

Y = 15.9xD%%* (eq 9)

Obtained yield (mg mycelia’g purée)

160
140
120
100
80
60
40
20

20 40 60 80 100 120 140
Predicted yield (mg mycelia/g purée)

Figure 37. Relation between predicted and obtained yield
after fermentation (72 h, 30 °C) of fruit wastes. Line
represents optimal correlation.

(Figure 37), and as expected, highest yield (12 g of mycelia/100 g substrate) was obtained at

0.090 mg substrate/cm?.
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4.4 Final product characterization
In the results presented hereby, as in all manuscript, sample analyzed under “mycelium” term
includes part of the fruit adhered to mycelia. During harvesting method, authors attempted to
remove as much fruit as possible. “Fermented fruit wastes” term refers to the mixture product

of fruit wastes and mycelia after the fermentation process.

After 72 h, fermented fruit protein and fat content increased significantly in 31% and 166%,
compared with the original substrate (2.6 = 0.1% protein and 1.6 + 0.2% fat) (Table 13). At the
same time, total sugar concentration was significantly reduced from 60.6 + 0.4% to
40.1 £ 0.7% (Table 13). Using Rhizopus oryzae as biotransformation agent, when rice bran
was fermented [144,145] protein content increased 56.5%, while fat content was reduced in
both cases. In the case of the cassava tubers [320], the protein content of the fermented cassava
increased between 64 and 87% and the fat content between 155 and 305% in low cyanide and

high cyanide cassava samples.

In general, the amino acid profile of the fermented product differs from the not fermented one
(Table 14), with a significant increase in several essential amino acids like valine, leucine,
threonine, isoleucine and arginine (respectively 40, 37, 40, 39 and 47%). As far as we know,
this is the first work describing the amino acid composition of fruits fermented by
Rhizopus oryzae. By contrast, mango kernel cake fermented with Rhizopus oligosporus
decreased in valine, leucine and arginine proportion after fermentation [149].

Table 13. Dry Matter (DW ¢/100 g wet product) and chemical composition (DM%) of fruit
wastes, fruit remains, fermented fruit wastes and mycelia based product (72 h, 30 °C).

DM Protein Fat Ash Sugar
Fruit wastes 160+06 26+01° 16+02° 34+04° 60604
F frui
ermented fruit 10 /08  34+02° 43+00° 40+06° 401407
wastes
Fruit remains 124+06 25+0.12 2.7+0.0 4.4+04% 41.4+03°

Mycelia product 155+ 1.4 78+12 9.0+04 3.0+0.0 242+0.3

Same letter in the same column mean no significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means + SD (n=2).

Comparing with substrate, produced mycelium was rich in protein and fat, (7.8 £ 1.2% and
9.0 + 0.4% respectively) and poor in reducing sugar (24.2 + 0.3%) (Table 13). Similar values
have been obtained in successive batches (results not shown). Despite of the nitrogen chemical

form, nitrogen supplementation (1.2%) had a significant effect in the fungal growth.
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Table 14. Amino acid profile (%) of fruit wastes and fermented fruit wastes (72 h, 30 °C).

Fermented fruit

AA Fruit wastes
wastes

Asp 34,7 £0.4° 10.9+1.7°
Ser 5.0+£0.0° 6.5+0.6°
Glu 10.5+0.3? 13.6+1.8°
Gly 41+0.3° 5.6 +0.2°
His 2.0+0.2° 2.8+0.12
Arg 43+0.3? 6.3 +0.4°
Thr 3.8+0.2° 5.3+0.0°
Ala 47 +0.3? 6.6 +0.3°
Pro 3.7+0.1° 49+0.1°
Tyr 24 +0.1° 3.3+0.4°
Val 4.7 +0.1° 6.6 +0.3°
Met 1.0+0.18 1.5+0.62
Lys 5.7+0.9? 7.7+0.12
lle 3.6+0.1° 50+0.3°
Leu 6.5+0.1° 8.9+0.5°
Phe 3.3+0.3° 45+0.3?

Total ppm 30379 + 966° 36746 + 84622

Same letter in the same row mean no significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means + SD (n = 2).

However, when the supplementation was higher (2.4%), the effect was negative, and the
growth did not increase (data not shown).Urea and ammonium sulfate significantly increased
the mycelium biomass (g DM/g substrate) in 25.7 and 33.8% respectively, while protease
peptone increased it in 115.6% (Table 15). The protein content was also higher with the
supplementation. Urea had the highest effect increasing it from 6.2 + 0.9 until 46.8 + 0.7%.
Ammonium sulfate and protease peptone increased the content with less efficiency, 35.6 £ 0.4
and 37.2 + 0.8% respectively but significantly compared to the control. Protein content of the
fermented product (fruit + mycelia) achieved the highest values when urea and protease
peptone were used, with a final concentration of 17.8 + 1.0 and 18.8 + 0.9% (Table 15), an
increase between 500 and 600% compared to the original product. As mentioned by other
authors, the protein content was measured as the total nitrogen x 6.25 factor and part of the
nitrogen supplemented fruit adhered to mycelia and nucleic acid nitrogen could lead to an

overestimation of the protein content [161] (Table 14).
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Table 15. Obtained mycelia (g/100 g DM substrate) and protein content (DM%) in mycelia
and in fermented fruit with and without nitrogen supplementation (72 h, 30 °C).

. . . . Mycelia Fermented
Nitrogen supplementation Mycelia (g/100g DM substrate’ orotein fruit protein
No 22.1+0.5° 6.2+0.92 35+0.22
Urea 271.7+1.7° 46.8+0.7° 17.8+1.0°
Ammonium sulfate 29.5+1.4° 35.6+04> 12.2+0.3°
Protease peptone 47.7+3.1° 37.2+08° 18.8+£0.9¢

Same letter in the same column mean no significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means + SD (n=2).

As described in Table 16, Rhizopus biomass amino acid profile is dominated by Asp, Glu, Lys
and Leu. Nitrogen supplementation also has an effect on the amino acid profile of the obtained
biomass (Table 16). Protease peptone addition reduced significantly some of the essential
amino acids such as lysine (50.5%), valine (20.3%), isoleucine (30.2%) and leucine (34.4%)
and increased histidine (26.3%), arginine (30.0%), and phenylalanine (22.4%) compared with
the control profile, however as the total amount of amino acids is significantly higher in the
supplemented one, the total amount of each amino acid except for aspartate, lysine, isoleucine
and leucine, where no differences have been found, is significantly higher than in the control.
Urea supplementation, otherwise, has a less impact on the amino acid profile of the biomass,
with just few differences in some essential amino acids; an increase in arginine (27.8%) and a
slightly decrease of valine (2.9%), isoleucine (3.8%) and leucine (10.8%). The addition of
ammonium sulfate has a higher impact than urea in the amino acid profile and as the total
amount of amino acids has no differences with the control, the total content of valine, lysine
and isoleucine significantly decreases, what leads to a decrease of its nutritional value when

ammonium sulfate was used.

Fermentation modifies the fat fraction of the fruits. The fermented fruit showed predominantly
34.8% oleic (C18:1n-9), 18.8% palmitic (C16:0), 16.9% stearic (C18:0), 14.5%
linoleic (C18:2n-6) and 3.5% stearidonic (C18:4n-3) FAs. 72 h of fermentation showed a
significant increase in y linolenic acid and a significant decrease in erucic acid compared to
the unfermented fruit wastes. After fermentation process, MUFA arrived up to 37.7 + 1.3%,
PUFA decreases to 16.4 + 0.5% and the SFA percentage does not change (Table 17). Although
the proportion of some interesting FA is lower in the fermented product (o linoleic), the higher
fat content on it enriches the final fermented fruit in high-value FA. So, both products have a
higher value of the three different FA groups, which increases the nutritive value of the final

product.
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Table 16. Amino acid profile (%) of mycelia biomass with and without nitrogen
supplementation (1.2%) (72 h, 30 °C).

Nitrogen . Control Urea Ammonium Protease peptone
supplementation sulfate

Asp 10.3 £ 0.2%® 7.9 +1.9% 11.3+0.72 6.9+0.2°
Ser 7.0+0.22 6.2 +0.1° 55+ 0.4¢ 55+0.1°
Glu 10.6 £+ 2.52 12.4+1.2° 9.0+3.8? 10.7 £ 0.1°
Gly 5,5+0.22 5,5+0.12 5.6 +0.3? 13.3+0.0°
His 2.8+0.1° 3.5+0.1%® 4.2 +0.5° 3.8+0.1°
Arg 6.3 +0.52 8.8+0.2° 9.0+1.0 9.0+0.2°
Thr 5.7+0.62 5.7 £ 0.42 6.4 +0.42 51+0.12
Ala 6.8+0.12 5.8+0.3° 53+0.2° 6.1+0.1°
Pro 49+0.0% 4.7+0.12 43+0.1° 8.2+0.2°
Tyr 35+0.12 4.4 +0.5° 59+0.7° 40+0.12
Val 6.9+0.12 6.7+ 0.0° 6.2 +0.0° 5.5+0.0¢
Met 15+0.0? 1.4+0.5% 1.8+0.78 1.7+0.2°
Lys 9.1+0.1° 8.1+0.7% 6.0 +0.9° 45+0.1°

e 53+0.1? 5.1+0.1° 4.7+0.0° 3.7+0.1¢
Leu 9.3+0.22 8.3+0.2° 7.9+0.4° 6.1+£0.1°
Phe 4.5+0.0% 5.3+0.3%® 6.8 +0.6° 5.8 +0.0°
Total ppm 66243 + 4597  88960+8358° 43649 + 2889°  127368+19142¢

Same letter in the same row mean no significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means = SD (n = 2).

As described in Table 17, R. oryzae lipids were composed mainly of 39.8% oleic (C18:1n-9),
18.6% stearic (C18:0), 17.2% palmitic (C16:0), 13.4% linoleic (C18:2n-6) and 2.8%
v linolenic FAs. Similar FA profile has been reported for Rhizopus oryzae biomass grown in
potato pulp and in whole rice bran [307,321], although a better n6/n3 ratio (6.2%) was obtained
in our case. It must be mentioned that the strain used during the fermentation process and the
fermentation conditions affects the final fatty acid profile [308].

This work aims to develop a strategy to valorize food industrial by-products for animal feed,
focusing on apple and pear pomace. Previous works with same product [322,323] and nitrogen
supplementation considered Candida as microorganism, increasing up to 19% protein content
and 8% fat content. Comparing with these results, Rhizopus oryzae arrives to similar protein
and lipid concentration when fermentation substrates are fruit wastes and increases the protein
proportion in a more effective way (500%) with nitrogen supplementation compared to other
sub-products. Moreover, Rhizopus requires shorter incubation periods and, to best of our
knowledge, is toxin free, what makes it a suitable organism as bio-fermentation agent for the
enrichment of food industry sub-products [194]. Among the total protein concentration,

nutritional value of animal feed depends on the amino acid and fatty acid profile [324] and
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obtained sub-product is rich in several functional amino acids, like arginine, glycine, leucing,
isoleucine, valine and proline [325]. In any case, further experiments with animal trials are
required to evaluate the benefit of this strategy.

Table 17. Fatty acid profile (%) of fruit wastes, fermented fruit wastes and mycelia based
product (72 h, 30 °C).

Rhizopus oryzae

FA Fruit wastes Fermented fruit wastes .
biomass
C8:0 0.3+0.1° <0.12 BL
C10:0 BL? <0.12 <0.1
C12:0 0.2+0.3? 0.1 +0.0? <0.1
C14:0 0.7 +0.6° 0.6 +0.0? 0.4+0.0
Cl4:1 ND ND BL
C16:0 21.7 £9.0° 18.8 + 0.5? 17.2+0.0
C16:1 0.3+0.12 0.1+0.1° 0.4+0.0
C17:0 0.6 +0.12 0.3+0.0? 0.1+0.0
C18:0 8.4+3.9? 16.9 + 1.52 18.6 + 0.0
C18:1 20.1 +5.8? 348+1.2° 39.8+0.1
C18:2 28.2 +13.52 145+ 0.5? 13.4+04
C18:3n-6 BL? 1.9+0.0° 28+0.1
C18:3n3 2.6 +0.7° 0.9 +0.0? 0.6 +0.1
C18:4 7.7+3.7° 3.5+0.6? 1.9+0.3
C20:0 2.0+0.3? 1.8+0.2° 1.7+0.0
C20:1 0.4 +0.6° 0.5+0.22 0.2+0.0
C20:4n-6 ND ND BL
C20:4n-3 ND ND <0.1
EPA C20:5 ND ND <0.1
C22:0 1.6+0.42 1.6+0.18 1.2+0.0
C22:1 5.1 +0.5? 2.2+0.0° <0.1
C22:5 ND ND <0.1
C24:0 BL? 1.4 +0.0° 15+0.1
DHA C22:6 ND ND <0.1
SFA 35.5+13.12 416+1.1° 40.8+0.2
MUFA 26,0 + 4.8? 37.7+£1.32 40.5+0.0
PUFA 385+17.92 20.8 +£0.22 18.7+0.2
n3 9.4 +5.6° 43+0.7° 2.6+0.3
né 28.2 +13.52 16.4 + 0.52 16.1+0.5
n6/n3 3.1+0.4° 3.9+0.72 6.2+1.0

C4 and C6 were below quantification limits in all samples; BL: Below detection limit; ND: not determined; same letter in the same row mean no

significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means + SD (n = 2).

Along the paper, authors present a board range of possible substrates and evaluate their

suitability for fungal growth, generating a novel growth model for R. oryzae in complex
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conditions. Obtained biomass was characterized, reporting the first FA profile and AA profile
in fermented fruit, comparable or even better than the ones described for other

microorganisms.

5 Conclusions

Bioconversion of agro-industrial residues transforms poor-nutrients wastes into nutritionally
value-added products enhancing their re-use in the agro-food industry. More specifically,
fungal fermentation of nitrogen supplemented fruit wastes increases the protein and lipid
concentration of final products (fermented fruit wastes and mycelia based product) and
modifies the amino acid profile, increasing the proportion of essential amino acids like valine,
isoleucine, leucine or arginine. R. oryzae is also able to ferment other agricultural sub-products

with less efficiency, including potato peels.

*Although this section is already published, some errors have been found. The X-axis of Figure
36 was incorrectly written as mg/cm? and the optimal relation between substrate and surface
area was obtained at 0.090 mg substrate/cm?. A corrigendum has been sent to the Editor of the

journal.
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4.3: Valorization of cheese whey and orange molasses
for fungal biomass production by submerged
fermentation with Rhizopus sp.

——

PUBLICATION Article submitted to Bioprocess and Biosystems Engineering
journal. Manuscript number BPBSE-18-0665. Under review.
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Valorization of cheese whey and orange molasses for fungal biomass production by
submerged fermentation with Rhizopus sp.

1  Abstract

Using different Rhizopus sp. strains as fermentation agents, this paper describes a global
strategy to identify interactions between cultivation parameters (pH 4.75-7.75, 7.5-82.5 g/l
glucose, 0.75-3.75 g/l nitrogen, incubation time up to 5 days) for valorization of food-industry
by-products. Selected parameters and/or their interactions are critical for most of the proposed
resulting values, giving the opportunity to optimize the process depending on the objective and
making an “in silico” pre-evaluation of the process conditions. Submerged fermentation (SmF)
of orange molasses leads to a high biomass and protein yield (11.9 g biomass/l and 4.0 g
protein/l), with 43.1 = 0.1% of essential amino acids and Chemical oxygen demand (COD)
reduction of almost 50%. Experiments with cheese whey result in 76.3 £ 1.1% of glucose
consumption and a biomass production of 5.6 + 2.2 g/l with 48.9 + 5.1% of essential amino
acids. SmF is an attractive biotechnological waste treatment for fungal bioprotein production

from food industry by-products as an alternative protein source.

Rhizopus sp. SmF

Optimal conditions in synthetic
medium (SM)
-Fungal biomass and protein
-Sugar consumption

/ \

Orange Molasses
(om)

_______________________

-COD reduction of organic )
by-products -
-Fungal bioprotein (FBP) !
-Alternative protein sources !
-Alternative feed i

L mmmm———

Figura 38. Graphical abstract section 4.3.

2 Introduction

Food processing industries produce billions of tons of organic by-products and wastewaters

each year, which become, in a significant proportion, organic pollutants streams.
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EU directive 2018/851 [2] stablishes that food wastes cannot be disposed of in a landfill

without a previous valorization, due to environmental and economic concerns.

Significant efforts have been made to use these organic pollutants as valuable resources for
microbial bioconversion, removing organic material and generating valuable end
products [326]. In this context, by-products from the dairy industry (mainly cheese whey) and
from the fruit industry (molasses generated during juice production) are very relevant, both
quantitative and qualitatively. Cheese whey (CW) is the liquid by-product portion produced
by casein coagulation during cheese-making process. The current total worldwide production
of whey is estimated at about 180 to 190 million tons/year, and only half of this by-product is
used for food and feed production [65]. CW generates important environmental problems due
to its large volume of production (9 | of whey per kg of cheese) [327] and high chemical
oxygen demand (COD), approximately between 50-102 g/l [67]. Therefore, proper
management, with a treatment or reuse, is mandatory before its elimination. Same problem is
observed in the fruit industry. Worldwide production of citrus fruits in 2016 was close to 124
million tons, of which almost 70 million tons corresponded to oranges [72]. More than 18
million tons of those oranges were required for processing and over 50% were discarded as
organic waste [74], including the orange molasses (OM) generated after product extraction
from solid wastes. Considering the potential environmental problems caused by this huge

quantity of organic material, efficient waste treatment is vital for food industries sustainability.

Several organisms can use these products as carbon and nutrient sources, generating high-
value products and reducing their waste potential. This has been applied with several
by-products and diverse organisms, including yeast, bacteria, fungi or insect [114,119].
Compared to yeast or bacteria, fungi are easy to be harvested, have low nucleic acid and high
protein proportion [155]. Fungal fermentation reduces COD of pollutant in significant levels,
[162,328], produces fungal biomass which can be used as a source of animal feed and,
potentially, in human diets, and also a diverse of high-value end-products
[78,156,158,160,329]. When the by-product is liquid, the use of Rhizopus oryzae, a
filamentous fungus, is an attractive option to treat high-strength wastewater. This genus can
use pentoses, hexoses and several agricultural wastes as carbon source and have been used for
production of high-value products from food by-products, including organic acids (lactic acid
and fumaric acid) [303,330,331], enzymes [164,165,167,332], and volatile compounds [264].
Rhizopus main biopolymer is chitosan, a polysaccharide composed by B-(1-4) D-glucosamine

and N-acetyl-D-glucosamine with high value due to its technological uses [333]. This
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biopolymer is usually obtained from the crustacea, but R. oryzae has overcome an industrial
feasible source in the last years [174,200]. Other authors have considered Rhizopus as a
bioconversion agent to transform large volumes of liquid wastes into fungal bioprotein (FBP)
as an alternative source of protein to animal protein or other vegetable ingredients commonly
used in feed for livestock and aquaculture diets, such as soybeans, wheat, corn and fish meal
[68,177,194,329,334,335]. The main components of the resulting biomass are proteins,
carbohydrates, fatty acids, components of the cell wall, nucleic acids and vitamins, and their
relative proportion and nutritional value must be analyzed case by case due to a dependence
of the selected substrate [196].

The EFFPA (European Former Foodstuff Processor Association) states that 5 million tons of
food products are used in animal feed [1], and that there is an upward trend to 7 million tons
until 2025. The sustainability of feed production systems is being challenged due to factors
such as scarcity of land, soil and water, competition between food and fuel, climate change,
together with increased competition for arable land and non-renewable resources. One of the
keys to sustainable livestock development, is the efficient use of available resources, including
the reduction of food waste and the application of new resources for animal feed that do not
compete with human food. Cereals and oilseeds are the fundamental component of feed, their
impact on prices is very high and manufacturers need a continuous and guaranteed supply that
allows them to cover the needs of livestock feed. The EU is totally dependent on imports to
supply the internal market with protein intended for animal feed (mainly soya), therefore, new
alternative sources of protein are urgently needed, which must have lower or similar prices to
actual protein sources (soybean, fish meal), must be produced in sustainable manner, not
exposed to fluctuations in the market and not dependent on geographical factors and climate
variability. The price of soybean varied between 295-435 euros per ton in 2016 [336], so
production of Rhizopus biomass should not exceed these amounts to be competitive in price
and attractive to feed manufacturers. Therefore, the use of fungal biomass as an alternative to
cereals for feed manufacturers could be an exceptional example of resource efficiency in the

circular economy of the EU.

When fungal fermentation is considered for by-products treatment, carbon consumption
(COD reduction) and biomass production are critical parameters. In order to maximize them,
the effects of several process-variables like substrate composition, substrate concentration,
medium pH, inoculation, nutrient addition, incubation time and temperature have been

previously studied by many researchers [83,203,337], but optimization failed to evaluate
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multiple parameters at a time. This multiparametric strategy has been considered by other
authors to maximize enzyme production during Rhizopus growth, including Plackett-Burman

design [338] and response surface methodology (RSM) [232].

In this paper, we consider R. oryzae to optimize industry waste treatment (organic carbon
consumption) and high value product generation (mainly biomass, protein, chitosan and
fumaric acid) with a global strategy that would identify interactions between cultivation
parameters. Based on our preliminary results, Central composite rotary design (CCRD) and
RSM were used to study the effect of nitrogen and glucose concentration, medium pH and
culture time. Results obtained using synthetic medium were evaluated using real agro-
industrial by-products, CW and OM, as substrate and the obtained biomasses’ amino acid (AA)

and fatty acid (FA) profiles were analyzed for using them as potential animal feed.

3 Materials and methods

3.1 Microorganism and culture media
Top Cultures (Belgium) provided commercial R. oryzae culture (internal code ROR001). The
inoculum was received as a powder and stored at 4 °C until use. The specification sheet claims,
at least, 8 x 10° spores per gram of starter when it was packaged. Two food-derived
Rhizopus sp. strains isolated and characterized in our laboratory (ROR003 and ROR004)
(results and discussion section 4.2) were used to validate the model and to compare the

potential uses of our own strains for development of biotechnological strategies.

Potato dextrose agar and buffered peptone water (both from Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
England) were used for fungal propagation, count and dilution when required. Tween 80
(Merck, Darmstadt, Germany) was used for inoculum preparation. All media were prepared as
recommended by the producer and sterilized at 121 °C for 15 min. Plates for total fungal counts
were incubated at 30 °C for 48 h.

3.2 Analytical determinations
Culture was filtered thought 300 um sterile metal filter and retentate was considered as fungal
mycelium. Fungal mycelium was washed with distilled water (1:2 w/v). Dry matter (DM) was
calculated by drying the sample at 60 °C during 24 h, until constant weight. Protein content of
the substrates and the mycelia during CCRD development was determined by Kjeldahl [278].
Mycelia protein content during model validation and CW and OM fermentation was

determined by Biuret method proposed by Satari et al. [203] due to its simplicity after a
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comparison with Kjeldahl method as done before by Ferreira et al. [161]. Briefly,
approximately 100 mg of sample was mixed with 3 mL of 1 M NaOH (Fischer Scientific,
Loughborough, UK) and boiled for 10 minutes. After immediate cooling in an ice bath,
required dilutions were prepared with 1 M NaOH, CuSO4 * 5H,0 (2.5% wi/v) (Merck,
Darmstadt, Germany) was added to the test tubes (25% v/v final volume) and mixed gently for
5 minutes. The clear supernatant was collected after centrifuging (6714 g, 5 min), and the
absorbance was read at 555 nm. Different concentrations of bovine serum albumin (BSA,

Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) dissolved in 1 M NaOH were used as standards.

Total fat was determined as described previously [277]. Briefly, biomass (500-1000 mg) was
mixed with 3 ml of methanol, 1.5 ml of chloroform (both from Fischer Scientific,
Loughborough, UK) and 1.2 ml of water and homogenized for 1 minute. In addition, 1.5 ml
of chloroform and 1.2 ml of water were added, homogenized again and centrifuged (1450 g,
15 min). Aqueous and protein phases were removed and the lipid phase (at the bottom of the
tube) in chloroform was determined. Moisture and impurities were removed by passing
through NaSO, (Fischer Scientific, Loughborough, UK). The solvent was evaporated under

nitrogen flush.

Total glucose and reducing sugars were determined by Dinitrosalicylic (DNS) acid reagent
method [276] adjusted to microplate assay procedure. DNS acid reagent was prepared by
dissolving 8 g of NaOH in 100 ml of distilled water. Then, 5 g of DNS (Fischer Scientific,
Loughborough, UK), 250 ml of distilled water and 150 g of potassium sodium tartrate
tetrahydrate (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) were added and made up to volume (500
ml). 25 ul of sample, blank or standard (different concentrations of D-glucose, Fischer
Scientific, Loughborough, UK) and 25 pl of DNS reagent were added to each well and
incubated for 10 minutes at 100 °C. The microplate was rapidly cooled in an ice bath and

250 i of distilled water were added to each well. Absorbance was read at 540 nm.

Fumaric acid was determined by Fumarate Assay Kit (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) as
described in the microplate assay procedure. The pH of the culture was determined using a

potentiometer (Crison micropH 200, Hach Lange Spain S.L.U., Spain).
COD was determined using the COD spectroquant cell test (Merck, Darmstadt, Germany).

Extraction and precipitation of chitosan was done as described previously by
Zamani et al. [283]. Briefly, wet mycelium of Rhizopus was treated with 0.5 M NaOH (30 mL
of sodium hydroxide per g of mycelium dry weight) at 90 °C for 2 h. Alkali-insoluble material
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(AIM) was separated by centrifugation (4000 g, 10 min), washed 4 times with distilled water,
and stored at 4 °C until use. The yield of AIM from biomass was measured after drying it at
60 °C until constant weight. Sulfuric acid (1% v/v) (Fischer Scientific, Loughborough, UK)
was mixed with AIM (100 ml/g), the mixture was heated at 121 °C for 20 minutes, followed
by hot filtration (> 90 °C) and chitosan was precipitated in an ice bath for 2 hours. The bottom

phase was centrifuged (4000 g 10 min) and the pellet was dried until constant weight.

AA profile was determined as done before (results and discussion section 4.2). Protein quality
was evaluated by the essential amino acid index (EAAI) as described before [282]. EAAI is
based on the content of essential amino acids (EAA) compared to a reference protein or
specific requirements for human nutrition [197] and it is used as a rapid method to evaluate
and optimize the AA content of food and feed formulations. EAAI equation is described as
follow:

mg og EAAin 1 g of reference protein

EAA] = n\[zn mg of EEAin 1 g of tested protein (eq3)

n: is the number of essential amino acids referenced

FA profile was determined by adding 5 ml of sodium methoxide (Fischer Scientific,
Loughborough, UK, 0.2% w/v in methanol) to previously extracted lipid fraction and boiled
for 10 minutes in a reflux system. Samples were cooled introducing them in ice. After that,
they were neutralized by adding HCL (5% v/v) (Fischer Scientific, Loughborough, UK) in
methanol and again boiled for 10 minutes, cooled in ice and mixed with 5 ml of n-hexane
(Fischer Scientific, Loughborough, UK). Saturated sodium chloride (Fischer Scientific,
Loughborough, UK) was added forcing the separation of the hexane from the inorganic part.
On that point, the methyl esters were dissolved in the hexane part, taken to dryness and
dissolved in C19 methyl ester (internal standard). GC-FID analysis was fitted with a DB-23
column of Agilent Technologies (60 m x 0.25 mm). Program was 150 ° C for 1 minute, a
5 °C/min gradient up to 200 °C, a second gradient of 2 °C/min up to 230 °C and 20 minutes at
230 °C. Fatty acid methyl esters were identified by comparing the retention times with
standards and were expressed as percentages of total fatty acid methyl esters.

3.3 Parameters optimization via Central Composite Rotary Design (CCRD) and

statistical analysis
An optimization of fermentation conditions was done with RORO001 strain in order to

maximize biomass production (g/l), protein production (% DM), glucose consumption (%),
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biomass yield (g biomass DM/g of consumed glucose), chitosan production (% biomass DM)

and fumaric acid production (g/1).

Optimization was done in synthetic culture medium, which includes (g/l): 7.5-82.5 glucose,
3.0 KH2PO4 (Panreac Quimica SA, Barcelona, Spain), 0.5 MgSO4 * 7H,0, 0.5 FeSO, (both
from Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) and 0.5 KCI (Merck, Darmstadt, Germany).
Nitrogen was 0.75-3.75 g/l (Protease peptone, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) and
1 ml of olive oil was added as antifoaming. Culture initial pH was adjusted with sterile
1M NaOH and 1M HCI. Submerged fermentation (SmF) was carried out on sterile 1 | pirex
bottles (500 ml medium) with sterile air flux 2.0 v/v per minute, incubated at 30 °C, inoculated
with 0.1% of spore suspension in dark conditions and without shaking. Inoculum spore
suspension was prepared as described before (results and discussion section 4.2) and adjusted

to 107 cfu/ml just before inoculation.

Based on preliminary experiences (not shown), a CCRD was carried out, which contained 27
experimental trials (supplementary material Table 1). Five (5) levels of the varying 4 factors
(glucose, nitrogen, pH and incubation times) were used in central composite design (Table 18).
Considered runs included 2* factorial design (16 runs), star points (8 runs) and central points

(3 runs). Results were expressed as a second order equation, formally presented as eq 2:

Y =B0+ AXq + BXp + CX3+ DXy + ABX1Xp + ACX1X3 + ADX1X4 + BCXpX3 +
BDXpX4 + CDX3Xy +AAX12 + BBX22 + CCX32 + DDX42.

where Y is the response parameter, X1, Xz, X3 and X4 are the coded independent variables, A,
B, C and D are linear coefficients, AA, BB, CC and DD are quadratic coefficients and AB,
AC, AD, BC, BD and CD are the interactive coefficients. ANOVA (analysis of variance)
models were used for statistical analysis (Statgraphics Centurion XVI software package) of
the model. Factors were considered significant when their probability (p-value) was lower than
0.05.

Table 18. Coded variables screened for five levels (-a, -, 0, +, +a).

Factor —o Low(-) O High(+) +a
pH 475 550 6.25 7.00 7.75
Glucose (g/l) 7.5 150 375 60.0 82.5
Nitrogen (g/l) 0.75 150 2.25 3.00 3.75
Time (days) 1 2 3 4 5
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3.4 Model validation
Model validation comprised two steps. First, independent runs were carried out using synthetic
medium (SM) in order to compare the obtained values with the model. Different experimental
conditions were carried out with the SM (Table 19, ROR001 (n=3), ROR003 (n=1) and
RORO004 (n=2) in conditions 1-9).

Later, the model was validated at optimal conditions for protein and biomass production (SM,
3.75 g/l nitrogen, 32 g/l glucose, 5 incubation days and 6.12 initial pH, Table 19, condition 10)
with a food-derived strain (ROR004). Twelve independent experiments (n=12) were run and

compared with the predicted values.

Finally, CW and OM were used as food industry derived by-products for the model validation
in different fermentation conditions (Table 19, conditions 11-16). Bovine CW samples were
obtained fresh from commercial cheese factory (Vascolac S.L. Zamudio, Spain) and heated at
110 °C for 1 minute to remove the precipitated proteins. Extra nitrogen (Protease peptone
0.25 g/l), glucose (9.96 g/l) and micronutrients (KH2PO4 4 g/l, KCL 0.5 g/I, MgSO4 * 7TH,0
0.5 g/l, FeSO4 0.5 g/l and olive oil 0.8% v/v as antifoaming) were added. Each experimental
condition included different percentage of partially deproteinized CW and SM (Table 19,
conditions 11- 13). Whey and nutrients were sterilized (121 °C, 15 min) separately and mixed
in sterile conditions and inoculated with the original strain (ROR001, n=2). Commercial OM
was obtained from a fruit-processing factory in the production of orange juices (Indulleida
S.A. Vilanova de Segria, Spain). Original pH of the substrate was adjusted with NaOH 4 M
before autoclaving (121 °C, 15 min) and the final substrate pH was 5.4 £ 0.1. When required,
medium was supplemented up to 2 g/l nitrogen with (NH4)2SO4 (Fischer Scientific,
Loughborough, UK) (Table 19, conditions 14 and 15) before autoclaving. Samples were
inoculated with a food-isolated Rhizopus sp. strain (ROR004).

3.5 Statistical analysis
Differences between fungal samples were determined by one-way ANOV A statistics analyzed
using the software package SPSS (IBM Corp. V 24.0, New York, USA). When equal variances
were not assumed (Levene test), Welch statistic was used to compare samples. The level of

significance was set at p < 0.05.
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Table 19. Experimental runs conducted to validate the model.

Experimental . . Glucose Nitrogen Time
conditions | Stain Medium @) (g/ﬁ (days)
1 RORO001 SM 37.5 2.25 6.25 3
2 RORO003 SM 37.5 2.25 6.25 3
3 RORO004 SM 37.5 2.25 6.25 3
4 RORO001 SM 37.5 3.75 6.25 3
5 RORO003 SM 37.5 3.75 6.25 3
6 RORO004 SM 37.5 3.75 6.25 3
7 RORO001 SM 37.5 0.75 6.25 3
8 RORO003 SM 37.5 0.75 6.25 3
9 RORO004 SM 37.5 0.75 6.25 3
10 RORO004 SM 32.0 3.75 6.12 5
11 ROR001  40% (v/v) CW 186+10 0.78+£0.0 6.00 4
12 RORO001 18% (v/v) CW 13.8+05 0.49+£0.0 6.00 4
13 RORO001 9% (v/v) CW 11.7+£02 03600 6.00 4
14 RORO004 oM 24.0£0.3 0.20 5.50 5
15 RORO004 oM 23.0+28 2.00 5.50 5
16 RORO004 oM 20.8+45 2.00 5.40 2

SM: Synthetic medium; CW: Cheese Whey; OM: Orange Molasses.

4 Results and discussion

4.1 Influence of the studied variables on the considered products

Preliminary characterization of selected by-products shows that reducing sugars are 21.5 + 2.6
and 22.6 £ 0.7 g/l in CW and OM respectively, nitrogen content is higher in CW (1.3 £ 0.1 g/l)
and, as expected, quite lower in OM (0.20 g/l). Original pH is pH=6.1 £ 0.1 in CW and

pH=4.7 £ 0.1 in OM.

CCRD was selected to predict interesting variables in such high different by-products. Based
on the preliminary characterization, substrate conditions used for model development range
were selected. These parameters include wide pH range (4.75-7.75), glucose concentration
(7.5-82.5 g/l), nitrogen concentration (0.75-3.75 g/l) and usual incubation time (1-5 days)
(Table 18). Nitrogen minimum concentration is higher than the present in OM, but preliminary

experiments (not shown) and published results [105,162] suggested that OM would require

nitrogen supplementation to maximize biomass production.
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Statistical analysis of the results obtained after CCRD runs demonstrate that only few factor
interactions have a significant effect in results. In order to simplify the number of parameters
and their interactions for the prediction of the variable, those interactions with a p-value higher
than 0.7 have been removed from the model and not considered in further analysis as
recommended by Anderson, Whitcomb [339]. Obtained and predicted results during model
generation are shown in supplementary material (Table 2). Statistical analysis of the results
obtained after this purge shows that proposed model is significant for almost all the response
factors considered (Table 20). The F test is used to analyze the statistical significance of
proposed equations for each interesting parameter (eq.3) and the analysis of variance
(ANOVA) for the response surface quadratic model. As an overview, equations derived from
considered variables can predict positively biomass, biomass yield, protein concentration,
fumaric acid and consumed glucose (p-values lower than 0.05, Table 20). The percentage of
variation (R?-value) that can be attributed to the dependent variables indicates that those
selected variables explain between 70-95% of the final values (75.69, 81.96, 76.99, 94.55 and
70.64 for biomass, biomass yield, protein, fumaric acid and glucose consumption
respectively). However, the proposed variables do not predict chitosan concentration in a
significant way (p-value of 0.3208 and R? value of 52.53) (Table 20); therefore, it is discharged
for further analysis. Other authors found that chitosan production depends on different factors
like dimorphism, obtaining higher productions when fungi are grown in filamentous form [83]
and longer incubation periods [70]. Although our experimental conditions lead to filamentous
growth form (results not shown) and some conditions include long incubation periods,
obtained chitosan yields are lower than published results [203], obtaining concentrations
between 1-3% of total fungal biomass (supplementary material, Table 2).

Table 20. Statistical parameters of the equations in each studied variable; biomass (g DM/I),

biomass yield (g DM/ g consumed glucose), protein (% DM), chitosan (% DM), glucose
consumption (%) and fumaric acid (g/l).

Model Biomass Biomass yield Protein Chitosan Glucose consumption Fuar:ia(ljrlc
Transformation None None None  None None None
Model d.f. 10 10 11 12 10 13
P-value 0.0023*  0.0003*  0.0039* 0.3208 0.0014* 0.0000*
Error d.f. 16 16 15 14 16 11
Stnd. Error 1.12314 0.0607414 5.22129 1.13685 13.7762 0.34311
R? 75.69 81.96 76.99 52.53 70.64 94.55

* Statistically significant (p < 0.05).
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Results demonstrate that nitrogen, glucose and incubation time are significant factors (p <0.05)
for biomass production (Figure 39a). When nitrogen is high in the medium, but glucose is low,
or when nitrogen is low, and glucose is high, biomass production decreases, which reinforces
the idea that carbon:nitrogen ratio should be balanced for maximal production (Figure 40a).
Incubation period has also a positive impact on produced biomass (Figure 39a) and high
biomass is harvested also in nitrogen or glucose poor conditions. We observe fungal growth
up to 4 days in most cases with maximum production of 9.3 g/l (supplementary material,
Table 2), in agreement with published results [161,182].

Glucose and the interaction between glucose*time and glucose? are also significant factors
(p < 0.05) for biomass yield (biomass produced per glucose consumed) (Figure 39b). When
glucose is poor, biomass yield parameter is dependent on the interaction glucose*time,
resulting in higher productivities when incubation time is longer. In contrast, when the medium
is rich in glucose, higher incubation period does not lead to higher productivities (Figure 40b).
Lowest yields (< 0.16 g/g) are always obtained at high glucose concentration (> 60 g/l), and
highest yields (> 0.33 g/g) in contrast, at low glucose concentrations (< 15 g/l)

(supplementary material, Table 2).

Nitrogen, glucose and the interaction between nitrogen*glucose and nitrogen*time are
significant factors (p < 0.05) for protein concentration (Figure 39c). Protein concentration is a
vital parameter in order to obtain high value biomass for feed application [196]. Highest
protein proportion is obtained when medium is rich in nitrogen and poor in glucose (Figure
40c), this condition provides a C:N ratio of 10:1 or less, which ensures high protein content
[306]. Our results show than C:N ratios < 4 lead to higher protein production (> 35%) than the

values obtained at higher C:N ratios (supplementary material, Table 2).

Fumaric acid production is not considered for model validation due to the low production in
the studied conditions. Results confirm that high biomass production conditions do not match
with high fumaric acid production conditions as reported previously [340]. Rhizopus strains
tend to form cotton-like mycelia, which limits the mass transfer of oxygen and nutrients onto
the microorganisms and the release of the produced organic acids into bulk solutions. These
conditions lead to a low yield and productivity of organic acids during fermentation which
could be alleviated growing fungi in pellet form [340]. Results report maximal yield of 0.08 g
fumaric acid per g consumed glucose (0.12 mol/mol) (supplementary material, Table 2), much
lower than the maximal theoretical yield in a nongrowth situation of 2 mol of fumaric acid per

mole of consumed glucose [298]. This effect can be because the CCRD conditions were not
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optimized for fumaric acid production, where C:N ratios ranging from 120:1 to 150:1 are
suggested [185] and our highest C:N ratio is 20:1. Results confirm that it is not possible to

maximize co-production of fumaric acid and biomass in a single-step fermentation process.

As expected, lower initial glucose concentration always leads to a higher proportional glucose
consumption and when glucose concentration is high, longer incubation periods are required
to obtain maximal glucose consumptions (Figure 40d). Nitrogen concentration is critical (has
a rather high coefficient) in glucose consumption equation (Figure 39d), resulting that relative
high nitrogen proportion is necessary for highest glucose consumption and confirming the idea
that C:N ratio is critical for this fungus metabolism. For glucose consumption, considered

significant factors are glucose and time (Figure 39d).

Multiparameter optimization and RSM analysis allow finding the optimal compromise to
obtain a combination of high value products and a COD reduction, related to reducing sugars
consumption, as result of by-product treatment. In this case, food and feed production strategy
would require identifying the optimal conditions for the highest biomass production with the
highest protein concentration, and so would be identifying the highest sugar consumption in
the case of by-product treatment. Results conditions are medium glucose concentration
(32 g/l), high nitrogen (3.75 g/l) in a slight acid medium (6.12) and incubated for long time
(5 days). In these conditions, synthetic medium fermented with ROR004 (condition 10, Table
19) arrives up to 8.1 + 1.9 g biomass DM/I, 52.4 + 12.2% protein and consumes 99.6 + 0.1%
of total sugars and leads the expected values in most of the parameters (Figure 41,
condition 10).
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Figure 40. RSM analysis of variables (a: RSM analysis for biomass production, pH 6.25 time= 3 days; b: RSM analysis for biomass yield,

pH= 6.25, nitrogen= 2.25 g/lI; c: RSM analysis for protein concentration, pH= 6.25, time=3 days; d: RSM analysis for glucose consumption,
pH=6.25, nitrogen= 2.25 g/l).
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4.2 Model validation
Comparison between Kjeldahl and Biuret methods for protein determination are summarized
in Table 21. Biuret method determines peptide bonds, while Kjeldahl method, determines total
nitrogen and in general a conversion factor of 6.25 is used for protein calculation, what could
lead to an overestimation. Results show that Kjeldahl method result in 1.2 + 0.2 times higher
values compared to Biuret method (Table 21). Ferreira et al. [161] also found similar relation
(0.15 g/g higher values) between Kjeldahl and Biuret-based methods. However, both methods
show the same trend, and as expected with higher nitrogen in the medium higher Kjeldahl
nitrogen values are obtained. Biuret results for model validation has been adjusted to Kjeldahl

values using a conversion factor of 1.2.

Table 21. Comparison between Kjeldahl and Biuret based methods.

Condition Biuret protein (%)  Kjeldahl protein (%)

1 311+34 34.2+6.0
4 34.0+ 3.7 409+0.6
7 29.6 5.1 30424
10 421+51 61.7

Determined in ROR001 biomass (condition 1 n= 4 for Kjeldahl, n=3 for Biuret; condition 4 n= 2; condition 7 n=2; condition 10 n=1
for Kjeldahl and n= 6 for Biuret). Experimental conditions are described in Table 19. There are not statistically significant (p < 0.05)

differences between Biuret and Kjeldahl protein determinations.

Sixteen independent assays were performed in order to test the proposed model accuracy
(Table 19). Three (3) SM composition were selected (Table 19, conditions 1-9) and incubated
in independent experiments with three fungal strains ROR001 (n=3), ROR003 (h=1.) and
RORO004 (n=2) for model validation. Obtained results are in accordance with predictions for
most cases, although ROR004 strain produces higher protein proportion when more nitrogen
is available in the medium compared to ROR001 and ROR004 (conditions 1 to 6) (Figure 41b)
and biomass production is slightly higher in ROR003 and ROR004 also in nitrogen rich
conditions (Figure 41a). The parameter “reducing sugar consumption” is lower than predicted
results for two non-commercial Rhizopus strains in low-nitrogen fermentation condition
(condition 8 and 9) (Figure 41d), although other parameters, such as, biomass production,
protein and biomass yield are not affected for predictions by lower nitrogen content (Figure
41a,b,c). ROR004 seems to be the strain which produces higher biomass and accumulates

higher protein proportion in nitrogen rich medium (> 2.25 g/l).

Twelve (n=12) extra runs were done with SM at optimal conditions to maximize biomass

production and protein concentration (Table 19, condition 10). Obtained values (Figure 41,
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condition 10) demonstrate a good correlation (R? =0.983) between observed and predicted
values in a rather repetitive manner (small SD). As described by the model, long incubation
time and high nitrogen would have a positive impact on the biomass and protein production
8.1+19g¢/land 52.4 + 12.2% DM respectively.

When the highest studied proportion of CW is used as substrate (40%), obtained results match
with expected biomass yield variables but do not match with biomass, protein and reducing
sugar consumption (Figure 41, condition 11). However, when medium CW proportion (18%)
is used, all the studied variables are well adjusted (Figure 41, condition 12). Concentrations
higher than 40% (whey:medium) resulted in low fungal growth, confirming previous
observations (not shown) and pointing that cheese derived whey has to be diluted in order to
support the growth of this fungi. Other authors have reported growth in deproteinized whey,
up to 6 g dry mycelia/l after 3 days [71] that would agree with our predictions for pH=6.0, t=4
days, reducing sugars 18.6 g/l, nitrogen 0.78 g/l (6.6 g biomass DM/, Figure 41a,
condition 11). Differences in whey preparation protocol would explain the difference,
specially our short thermal process and the long process proposed by Chatterjee et al. [71].
Lactoferrin and derived peptides have a relatively high concentration in bovine whey (>1 g/l
of whey) [341] which could be the cause of inhibition, but further research is required to clarify
this effect.

Results obtained with OM are shown in Figure 41 (conditions 14 to 16). As predicted, longer
incubation period leads to higher biomass production (up to 9-11.9 g/I, 120 h) and, although
the nitrogen is 10 times lower in experimental condition 14 compared to condition 16 (Table
19), biomass production is 1.8 times higher in the first one due to longer incubation period.
Reducing sugars consumption and protein production are higher than predicted in the lowest
nitrogen concentration (Figure 41b,d, condition 14); since the model was created with higher
nitrogen concentration range, it cannot predict accurately reducing sugars consumption and
biomass yield in these low nitrogen concentration cases. Obtained equations are valid for
supplemented OM fermentation with the added value that a second strain is used in the test,
demonstrating that proposed equations are valid to predict the growth parameters of different
Rhizopus strains. Final biomass production is 11.9 g DM/l when incubation time is 5 days,
higher value than the obtained at optimal conditions (Table 19, condition 10), although protein

production is lower (39.6%, Figure 41b) due to lower nitrogen content in the medium.

In addition, it is interesting to note that the model can be “forced out” from the range of

variables. Nitrogen concentration in conditions 12, 13 and 14 are lower than the model — a
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value for this variable, but the equations are able to predict biomass and protein (Figure 41).
In any case, authors recommend to maintain the values in the range of the model to have

stronger predictions.

Obtained biomass (g biomass/l) and protein yield (g protein/l) in SM, 8.1 and 4.3 respectively,
are in accordance or are even higher than previously reported [105,155]. Other authors found
higher biomass production (up to 38.7 + 3.7 g/l), but in consequence lower protein proportion
was obtained leading to similar protein yields (g/l) [334,335]. The biomass obtained in the
studied by-products achieve lower protein concentration (Figure 41b) and in consequence
lower protein yield in the optimal conditions (4.0 g/l OM Table 19,condition 15, 2.9 g/l OM
Table 19, condition 14 and 1.4 g/l in CW Table 19, condition 12). As expected, the best results
are obtained with nitrogen supplemented OM at longer incubation periods (condition 15)
which almost achieves synthetic medium protein yield. Reducing initial sugars and increasing
nitrogen in the medium, by supplementation or by combining with higher nitrogen by-
products, final C:N ratio will be lower, which could lead to higher protein concentration [306].
Other authors [203] reported lower protein yield in citrus-wastes free sugars without

supplementation than obtained hereby.

The model could be used for a preliminary technical-economical evaluation of the process,
simulating the effects of variable modifications (nitrogen supplementation or longer
fermentation periods) on determinant end-products, such as biomass and protein yield, and
evaluate if the resulting process is cost-effective or even selecting the best process regarding

to obtained profits and generated costs.

Fermentation reduces the COD of the treated by-products. COD reduction values are around
50% for OM and CW fermentation after 120 h and lower in shorter incubation time (Table
22). Other authors found higher COD reductions when initial COD was much lower than in
this case [155,162] and lower when initial COD was higher [105]. Total reducing sugars
dropped below 5 g/l in initial 48 hours and below 3.5 g/l after 120 h of fermentation
(Table 22).
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Figure 41. Comparison between predicted and obtained values for biomass production (a), protein concentration (b), biomass yield (c) and
reducing sugars consumption (d). Experimental conditions are described in Table 19. Error bars represent SD.
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Table 22. COD and reducing sugars reduction of OM (Table 19, condition 16 at 48 h,
conditions 14-15 at 120 h) and CW (Table 19, condition 12) during submerged fermentation.

. . Initial COoD Initial Final
Experimental Fermentation . . .
condition time (h) COoD reduction reducing reducing

(g/l) (%) sugars (g/l) sugars (g/1)
12 120 34.0 43.6 13.8+0.5 3.0+02
14 120 112.5 429 24.0+0.3 35+00
15 120 106.0 50.9 23.0+28 29+0.2
16 48 121.7 22.6 20.8+45 42+05

Experimental conditions are described in Table 19.

4.3 Biomass characterization
The nutritional value and utility of fungal biomass depends on the nutrient content and
composition. Thus, biomasses obtained with Rhizopus sp. in optimal SM, CW and OM (Table
19 conditions 10, 12 and 15), have been characterized for AA and FA profile.

Obtained proteins profiles are dominated by Glu, Ala, Asp, Leu, Arg and Lys (Table 23) and
result in high-quality protein, both in SM and in industrial by-products. The percentage of
EAAis40.9 +2.5,43.0 £ 0.1 and 48.9 £ 5.1% in SM, OM and CW biomasses respectively.
Obtained EAAI for human consumption is 1.4 for SM and OM and 1.6 for CW, what means
that profiles fulfill human consumption requirements [197]. There are no significant
differences (p < 0.05) between AA profiles of the obtained biomasses, thus, the beneficial AA
profile will be guaranteed within medium modifications. The overall EAA (mg/g fungal
biomass) are 214 + 13.0, 170.2 £ 0.2 and 121.3 + 12.6 mg/g fungal biomass in SM, OM and
CW respectively (Table 23). Biomass grown in CW is the poorest biomass in EAA, with
significantly lower Phe, lle, Leu, Pro and Ala concentration. Fish meal and soybean meal, are
the most used protein sources in animal feeding [32]. Obtained values for biomass grown in
OM and CW are in general lower than fish meal, only the biomass grown in SM reaches its
great profile (Table 23). AA concentration of biomass grown in OM is quite similar to soybean
meal, biomass grown in CW, however, does not reach the EAA concentration required to use
it as high-quality alternative protein source. In all the fungal biomasses sulfur AA are lower
than the required concentration, previous studies also showed that the production of sulfur AA
is limited in zygomycetes biomass, and therefore, feed should be supplemented in those
AA[162,270]. Lysine is considered the most critical AA in fish-feed and often the most
limiting AA in feed ingredients [162]. Lysine content of fungal biomasses is lower than in fish
meal (Table 23), but biomasses from SM and OM have higher and similar lysine content

compared to soybean meal (30.3 mg/g) (Table 23), what makes them interesting alternative
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protein sources, and could contribute greatly towards protecting the surrounding environment

and promoting a sustainable feed industry.

Lipids provide palatability and energy value to the formulation of feed. Comparing the FA
composition, there are differences regarding to the fermented substrate. Biomass of CW lead
to a higher fat fraction (31.1 + 10.6%) than in SM (6.6 + 0.4%) and OM (4.2 = 0.4%) (Table
24) and OM lead to significantly higher polyunsaturated fatty acids (PUFA) and lower
monounsaturated fatty acids (MUFA) proportion (Table 24). Main FA of the biomasses are
oleic (C18:1), palmitic (C16:0), linoleic (C18:2n-6) and stearic acid (C18:0) in agreement with
results reported previously [105,307,342]. Several medium and long-FA (14:1, 15:1, 17:0,
17:1,20:5n-3, 22:1, 22:5n-3 and 22:6n-3) are not detected in any of the biomasses. The higher
fat fraction and MUFA composition of the CW biomass could be related to the higher
proportion of olive oil used as antifoaming in CW fermentation due to higher foam production.
In this condition, fat fraction is five and seven times higher than in SM and OM respectively
and C18:1 arrives up to 75.7 + 3.8%. Biomass obtained through the fermentation of OM
otherwise, is 2.9 and 4 times richer in PUFA than the biomasses obtained in SM and CW which
are almost twice richer in MUFA (Table 24).

It should be mentioned that gamma-Linolenic acid (GLA C18: 3n-6) goes up to 8.6% of the
profile of biomass grown in OM. This FA of the -6 series has been related to anti-
inflammatory effects and is the precursors of DGLA (Dihomo-gamma-linolenic acid C20:3n-
6) [343]. Other authors have described that stress conditions during microorganism cultivation
would lead to desaturation of membrane fatty acids, which enhanced membrane fluidity [344].
The slightly more acidic pH of OM could lead to a higher accumulation of PUFA in fungal
cells. Further experiments are required to determine if the differences in FA profile of
Rhizopus sp. biomass are related to the cultivation medium or to the Rhizopus strain used as

reported previously [308].

Compared to soybean meal obtained biomasses have higher total lipids; compared to fish meal
however, biomasses through fermentation of OM and SM show lower total lipids (Table 24).
FA profiles are also quite different, while biomasses have higher C18:1 and lower C18:2 than
soybean meal, the biomasses have higher C18:1, C18:2 and C18:3 and lower proportion of FA
higher than C20, that represent the 47.1% of fish meal lipids. In general, obtained biomasses
could add higher nutritional value regarding to lipid content and FA profile compared to
soybean meal, but FA profile is not as good as fish meal profile regarding to essential highly
unsaturated fatty acids (HUFA).
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Table 23. AA composition of the Rhizopus biomasses grown in SM, CW and OM (Table
19, condition 10, 12, 15). and most used commercial feed.

. . AA (mglg
0,
AA profile (% of total AA) AA (mg /g fungal biomass) product)
SM oM CW SM oM Ccw FM  SBM

His 20+15* 28+03* 34+03%| 104+7.72 103+0.2* 85+0.8 17.8 12.8
Thr 54+06% 51+0.1% 55+0.6%| 28.2+3.0° 20.0+0.6° 13.7+14% 264 18.5
Val 6.1+06% 59+02% 53+0.8%| 32.1+2.9% 234+09* 132+19® 303 22.7
Met 04+05 04+05* 06072 20+28 02+03* 15%172 17.7 6.7

Lys 71+20% 8.0+07% 80+0.22| 37.2+10.7¢ 309+18* 19.7+05*° 481 30.2
lle 38+06% 44+02% 43+01%| 20.1+29° 18.0+0.2° 107+0.28 257 216
Leu 83+15 7.6+05% 8.0+£02%| 435+7.8° 31.6£0.2% 197+0.4° 455 36.6
Phe 42+04% 47+02% 45+04%| 221+21° 190401 113+1.0° 251 23.9
Cys BL BL 47+6.7 BL BL 11.7+16.6

Tyr 3.6+01* 40+04% 45+05%| 189+0.4* 16.7+0.2* 11.2+1.22

EAA  40.9+25% 43.0+0.1% 48.9+5.1?|214.4+13.0° 170.2+0.2% 121.3+12.6® 236.6 173.0
EAAI! 14+0.0° 14+04% 16+05°
Arg 77+14% 7.0+05% 6.0+0.9%| 40.2+7.32 282+13* 149+23?
Ala 9.7+4.0* 79+14% 6.2+0.8%|50.9+21.2% 36.9+2.3" 154+2.0°
Pro 5.2+1.4® 57+0.7° 4.2+0.1%| 27.4+7.1% 21.1+0.4° 10.3+0.3?
Asp 9.7+0.1* 10.5+1.1* 9.4+0.0°| 50.6 +0.5° 455+0.9° 23.4+0.0?
Ser 6.3+0.9% 55+0.2% 7.0+2.6%| 329+4.7% 21.0+0.2% 17.3+6.3?
Glu 13.1£0.1* 13.5+0.5* 11.9+0.4%| 68.8+0.5° 53.4+2.1° 294+1.13
Gly 74+23 7.1+28 64+1.1%| 39.0+12.1*° 19.8+0.28 159272
NEAA 59.1#2.58 57.0+0.1* 51.145.1%|309.9£13.0° 226.0+0.2° 126.6+12.67

BL:below detection limit; 1: based on [197]; data related to fish meal and soybean meal are based on [345]; same letter in the same row mean no

significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means + SD (n=2).

Freshwater fish can convert C18 PUFA to C20 or C22 HUFA by elongation and desaturation
reactions; thus, their essential fatty acids (EFA) requirements are met by PUFA (18:3n-3 and
18:2n-6) [346]. Marine fish otherwise, cannot perform [42] or have limited capability [43] for
such conversion; therefore they have requirements for n-3 HUFA (20:5n-3 and/or 22:6n-3), so

fungal biomass should be added with other feed which includes those FAs.

Rhizopus biomass has already been tested as fish meal substitute in fish feed [198,199,347],
always without total substitution, where similar responses and good growth rates have been
obtained compared to fish meal-based feed. Therefore, the Rhizopus biomass could present an

alternative to the large quantities of fish meal necessary for aquaculture.
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Table 24. FA profile (% of total FA) of Rhizopus biomasses grown in SM, CW and OM (Table
19, condition 10, 12, 15) and most used commercial feed.

FA SM oM cw Fish meal Soybean meal
14:0 04+0.2% 05+0.00 0.1+0.0° 5.0 0.2
15:0 BL 0300 BL

16:0 164+15* 144+0.1° 105+29 15.4 11.0
16:1 11+01* 06+0.1* 09%0.0° 6.9 0.2
18:0 74+20% 114+15°% 44+15° 2.6 4.0
18:1 62.7+8.4° 39.0+1.4% 757+3.8° 14.7 22.0
18.2n-6 7.6+1.3* 19.8+0.1° 6.0+0.42 1.0 54.0
18:3n-6 2.1+2.9® 86x0.3> 0.7x0.4

18:3n-3 0.2+0.0° 0.4+0.1> 05+0.0° 0.0 8.0
20:0 05+0.1% 13+04* 04018 47.1* 0.4*

20:1n-9 0.3+0.1* 03+0.00 0.3+0.0°
22:0 04+01* 1.0%+01* 0.2=+0.1%
24:0 1.0+04% 22+0.1° 02+0.1°
SFA 26.1+42% 31.2+22% 159+42°
MUFA 64.0+8.4° 40.0+15% 76.9+3.8°
PUFA 9.8+4.2% 288+04> 7.3+0.8°
Total 6.6+04* 42+04* 31.1+10.6° 9.5 1.9

BL:below detection limit; data related to fish meal and soybean meal are based on [348,349]; * these values correspond to FA >C:20; same letter

in the same row mean no significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means + SD (n=2).

Nutritional requirements regarding to FA profile for cattle, dairy, swine and poultry are not
specific, and just minimums of C18:2n-6, > 0.1% in swine and around 1.1% in poultry are
required due to its benefits in clutch size and egg mass [30,31]. Obtained biomasses provide
0.5, 0.8 and 1.8% in fungal biomass grown in SM, OM and CW. To best of our knowledge,

no farm trail has been done with Rhizopus biomasses in this species.

5 Conclusions

Optimization of fermentation parameters for simultaneous production of fungal biomass,
protein and glucose consumption result in a multiparametric model with significant
interactions in-between considered parameters (mainly nitrogen and carbon concentration and
fermentation time). These models can be used to optimize the fermentation with a defined
objective. In synthetic medium, best conditions lead to total consumption of glucose and
maximize biomass yield and protein production up to 8.1 g/l with a 52.4% DM respectively.

When applied to real food industry by-products, this paper confirms OM as a promising
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organic by-product for fungal fermentation due to high COD reduction, high biomass
production, high protein vyield, even without nitrogen addition and micronutrient
supplementation, and high nutritional value of the obtained biomass (EAA and omega-6 FA
proportion), comparable or even better than soybean meal. Fungal biomass obtained by
fermentation of OM is, therefore, a very promising alternative as an alternative protein source
in animal feed. CW requires to be diluted (consuming clean water and increasing final waste
volume) and needs to be supplemented to assure fungal growth. In addition, obtained COD

reduction and biomass production are lower than with OM.
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4.4: Solid state fermentation of Brewer’s spent grain
using Rhizopus sp. to enhance nutritional value
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1  Abstract

In this study a valuable fermented brewer’s spent grain (BSG) was obtained by Solid state
fermentation (SSF) with Rhizopus sp. and assessed for feed and food applications. SSF
conditions were optimized by factorial design and response surface methodology (RSM) to
maximize the value of the resulting BSG biomass. Two Rhizopus sp. strains were tested as
inoculum (one wild and one mutant strain) and time and temperature were analyzed. Measured
response variables include, among others, protein content, soluble protein, degree of
hydrolysis, antioxidant activity, total phenolic content and antibacterial activity. Both strains
lead to the highest protein concentration (31.7 *= 7.6%) and soluble protein
(47.4 £ 3.8 mg/g DM) when BSG is fermented at 30 °C for 9 days. The biomass obtained
presents a modified amino acid (AA) profile resulting in an Essential Amino Acid Index
(EAALI) of 1.58 compared to FAO human nutrition standard, with antioxidant capacity
(59.7 £ 7.7% DPPH reduction) and 11 times higher total polyphenol content (2.7 + 0.1 mg
GAE/g DM). Hereby, results demonstrate that SSF of BSG results in a significant increase of
highly appreciated characteristics for feed or food applications, which could lead to a

promising valorization alternative.

2 Introduction

Brewer’s spent grain (BSG) is a by-product of the beer brewing industry which corresponds
to approximately 85% of total by-products generated during beer production [350]. Its
composition can vary depending on the barley variety, harvesting time and malting and
mashing conditions [351] but, in general, it is a fiber and protein rich material, around 70 and
20% respectively, followed by lower proportions of lipids and ash, 9-10 and 4-5%
respectively [50]. Europe beer production was of 416 million hl in 2016 [49] and for every hl
of beer produced, 15- 20 kg of BSG was generated [56,57]. Despite being readily available, it
is considered an unstable product and, up to now, no good preservation technologies have been
developed [56]. Hence, several strategies have been studied as an alternative to overcome the
environmental problems associated with BSG’s disposal and/or combustion. The use of raw
BSG has been studied in depth, including use in animal and human nutrition [57,352], energy
production [353], as a brick component [354], cellulose source [355] or adsorbent [356]. In
most cases, not modified BSG has a low commercial value due to its high humidity (75-80%)
and low digestibility protein [48]. BSG utilization also includes enzymatic recovery of

carbohydrate fractions [50,63] and enzymatic production of antioxidant and antihypertensive
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compounds [52,216,357]. However, the use of commercial enzymes is costly. In this case,
microbial fermentation could be a cost-effective alternative to hydrolyze biomass, and reports
include the use of BSG for organic acids production [358] and as substrate for microbial

enzyme production [359,360].

Until now, BSG has been primarily used as animal feed, mainly for ruminants due to its high
proportion of fiber [350]. Animal feed producers are interested in high protein, high
digestibility and “low-toxin” products, which allow a correct nutritional balance in the recipe.
Regular availability, low price and constant characteristics are also appreciated. BSG can
fulfill all these requirements, but commercial value would be higher if protein and digestibility
increased in a cost-effective process. In addition, some biological activities are important for

feed application, including antibacterial and antioxidant activities.

BSG, as other large volumes of food processing by-products, can be transformed from poor-
nutrient wastes to animal feeds, food ingredients or enzymes when appropriate technologies
are used for their valorization [117]. Industrially interesting compounds can be produced by
the use of different fermentation strategies such as solid state fermentation (SSF) and
submerged fermentation (SmF). In recent years, SSF has gained scientific and technological
attention because it is considered an efficient process for production of enzymes and other
compounds such as phenols, vitamins and flavor compounds, among others [127,144]. Fungi,
the main microorganisms used in SSF, are known to produce enzymes which degrade plant
cell walls and could also improve biochemical composition and bioactivity of the employed
substrates [214]. Fungal fermentation applied to food by-products improves digestibility and
availability of proteins, preventing growth of pathogenic microorganisms and undesirable

bacteria through the production of compounds with antibiotic activity [59].

One of the most promising fungi genus for SSF is Rhizopus sp. This genus includes several
species used for enzyme production (glucoamylases, cellulases, tannases), organic acids
production (lactic acid, fumaric acid) and animal feed preparation [85,87]. They are also the
traditional inoculum for human food production (tempeh, peka, ragi and loog-pang) [101].
Simple nutritional requirements, wide growth temperature interval (from 25 to 45 °C), growth
and survival pH range (at least, from 4.5 to 7.5) and board fermentative substrates make
Rhizopus a good candidate to ferment agro-industrial by-products in order to obtain products
with higher protein and vitamin contents [141]. R. oryzae is a well-known specie of Rhizopus
genus, generally recognized as safe (GRAS) by the FDA, it is employed industrially for its
capacity to consume a great range of carbon sources [85], lipase and protease
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production [129,248] and it has been considered for by-product valorization [161,272,342].
Using Rhizopus oryzae strain during SSF technology, our research group obtained fruit by-
products enriched in fatty acids (FA), amino acid (AA) concentration and with improved AA
profile [342]. Most critical parameters for highest biomass production (by-product, surface,
Te, time, and nitrogen) have been previously optimized in model substrate and in some real
substrates (fruit and vegetable by-products) (results and discussion section 4.2) but not

optimized for feed application.

Along this paper, we describe parameters’ optimization for SSF process of BSG using
Rhizopus sp. fermentation as an improving strategy of nutritional composition, compound
availability and bioactivity of the final product. Fermentation conditions were optimized with
a rotatory design model for highest protein concentration, optimal degree of hydrolysis (DH),
high total phenolic content (TPC) and looking for antioxidant and antimicrobial activity in
order to develop a sustainable process for BSG valorization that allows its use as a valuable
ingredient for feed or food applications. Resultant biomass is richer in protein and TPC, shows
higher antioxidant activity and DH than the unfermented BSG and a modified AA and FA
profile. This study leads previous works presenting the nutritional improvement of fermented
BSG [59,64] but also offers insight into the bioavailability of the released compounds during
fermentation and discusses fermented BSG suitability for animal feed and human nutrition

compared to other protein sources and standards.

3 Materials and methods

3.1 Microorganism, mutagens and culture media
One food-derived Rhizopus sp. strain isolated and characterized in our laboratory (ROR004)
(results and discussion section 4.2) and a strain derived from ROR004 after mutagenesis

experiments (ROR004 G) were used as strains.

The wild type strain (ROR004) was treated with UV (Atom A/70 N°557, Barcelona, Spain),
1-methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidine  (MNNG, Tokyo chemical industry, Zwijndrecht,
Belgium) and ethidium bromide (EB, 15585011 Fischer Scientific, Loughborough, UK) at
room temperature to induce mutagenesis. For treatment with UV, 10 ml of the spore
suspension (4 log cfu/ml) was plate on sterile petri dish (90 mm diameter) and exposed to UV
irradiation (254 nm) for 60 and 90 minutes at 20 cm. During exposition to MNNG, 1 ml of the
single spore suspension (4 log cfu/ml) was mixed with 5 ml MNNG (0.1 mg/ml) for 30 and 50
minutes. Finally, for mutagenesis with EB, 7.4 ml of spore suspension (4 log cfu/ml) was
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mixed with 600 pl of EB solution (1 mg/ml) for 90 or 100 minutes. After treatment with
MNNG and EB, spores were washed twice by centrifugation (11330 g, 5 min). Supernatant
was discarded, and pellet was resuspended in 1 ml of sterile water. In all cases, final spore

suspension was cultivated on PDA agar plates for 48 h at 20 °C to obtain isolated colonies.

Potato Dextrose Agar (PDA), Mueller Hilton Broth and Bacteriological Agar were used for
bacterial and fungal propagation and count. Buffered Peptone Water (all from Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, England) was used for sample dilution when required. All media
were prepared as recommended by the producer and sterilized at 121 °C for 15 minutes. The

total microbial and fungal determination was done at 30 °C for 48 h.

3.2 Brewer’s spent grain (BSG)

BSG was provided by Boga Cooperative (an artisanal brewery located in Mungia, Spain) as
by-product after standard barley brewing process. Sample was frozen at -20 °C until it was
used. After defrost (18 hours, 4 °C), sample was sterilized at 110 °C for 15 minutes and cooled
down up to room temperature in sterile conditions before inoculation. In all the experiments,
substrate density was maintained at 0.09 g/cm? and no extra nitrogen was added, as previously
optimized (results and discussion section 4.2). Gross composition of BSG is expressed in
Table 25.

Table 25. Composition of unfermented and fermented BSG (30 °C, day 9).

Unfermented BSG Fermented BSG

Humidity (%) 72.2+0.9° 75.8+0.9°
Ash (% DM) 4.1+0.42 42 +0.3°
Protein (% DM) 20.5+0.2% 31.7+76°
Fat (% DM) 11.1+0.1° 3.8+0.4°
NDF (% DM) 67.3+452 743+ 25

Same letter in the same row mean no significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means = SD (n=2).

3.3 Analytical determinations

Gross composition
Dry matter (DM) was calculated by drying the sample at 60 °C for 24 hours, until constant
weight. Protein content was determined by Kjeldahl, total lipids by Soxhlet previous acid
hydrolysis, and ash gravimetrically [278]. Neutral detergent fiber (NDF) was determined
gravimetrically [280]. Mycelia protein content for mutant strain characterization was
determined by Biuret method proposed by Satari et al. [203]. Briefly, 100 mg of sample were
mixed with 3 mL of 1 M NaOH and boiled for 10 minutes. After immediate cooling in an ice
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bath, required dilutions were prepared with 1 M NaOH, CuSO, * 5H,0 (2.5% wi/v) (Merck,
Darmstadt, Germany) was added to the test tubes (25% v/v final volume) and mixed gently for
5 minutes. The clear supernatant was collected after centrifugation and the absorbance was
read at 555 nm. Different concentrations of bovine serum albumin (BSA, Sigma Aldrich,

Steinheim, Germany) dissolved in 1 M NaOH were used as standards.

FA profile was determined as described previously [277]. Briefly, biomass (500-1000 mg) was
mixed with 3 ml of methanol, 1.5 ml of chloroform (both from Fischer Scientific,
Loughborough, UK) and 1.2 ml of water and homogenized for 1 minute. In addition, 1.5 ml
of chloroform and 1.2 ml of water were added, homogenized again and centrifuged (1450 g,
15 min). Lipids were determined in the organic phase. Moisture and impurities were removed
by passing through NaSO, (Fischer Scientific, Loughborough, UK). The solvent was
evaporated under nitrogen flush. Fatty acid profile was determined as methyl esters by adding
5 ml of sodium methylate (0.2%) to previously extracted lipid fraction and boiled for 10
minutes in a reflux system. Samples were cooled in ice, neutralized by adding HCL (5% v/v)
(Fischer Scientific, Loughborough, UK) in methanol and again boiled for 10 minutes, cooled
in ice and mixed with 5 ml of n-hexane (Fischer Scientific, Loughborough, UK). Saturated
NaCl was added and the organic phase was analyzed by GC-FID. Chromatograph was fitted
with a DB-23 column of Agilent Technologies (60 m x 0.25 mm) and programed at 150 °C for
1 minute, a 5 °C/min gradient up to 200 °C, a second gradient of 2 °C/min up to 230 °C and 20
minutes at 230 °C. Fatty acid methyl esters were identified by comparing the retention times

with standards and were expressed as percentages of total fatty acid methyl esters.

AA profile was determined by HPLC as done in results and discussion section 4.2. Protein
quality was evaluated by the essential amino acid index (EAAI) as described before [282].
EAAL is based on the content of essential amino acids (EAA) compared to a reference protein
or specific requirements for human nutrition [197], and it is used as a rapid method to evaluate
and optimize the AA content of food and feed formulations. EAAI equation is described as

follow:

EAA] = n\/zn mg of EEAin 1 g of tested protein (qu)

mg og EAAin 1 g of reference protein

n: the number of essential amino acids referenced
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Bioactive compounds extraction
Bioactive compounds were extracted using water in order to determine the real availability of
those compounds. 10 g of sample were mixed with 25 ml of distilled water and the mixture
was placed in a rotary shaker (1 h, 180 rpm, 37 °C) in order to homogenize the flask content.
Afterwards, the broth was centrifuged (10000 g, 10 minutes, 4 °C) and the supernatant,
containing the water soluble metabolites, was filtered through a 0.45 um filter. Those extracts
were used for soluble protein, DH, antioxidant activity, total phenolic content (TPC),

antibacterial activity and reducing sugars determination.

Degree of hydrolysis (DH)
The degree of hydrolysis (DH,%) was determined with the o-phthalaldehyde (OPA)
method [284]. OPA reagent was prepared as follows: 3.7% w/v Na tetraborate decahydrate
(B9876, Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) and 0.58% w/v Na-dodecyl-sulfate (SDS 99%,
230421000 Fischer Scientific, New jersey, USA) dissolved in deionized water. OPA (4% wl/v,
Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) in methanol was prepared and both solutions were mixed
in 51.5:1 proportion. Finally, 0.38% v/v of B-mercaptoethanol (M6250 Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany) was added to the solution. Na-Acetyl-L-lysine (250 uM, J65083, Alfa
Aesar) was prepared in deionized water and subsequent dilutions were used as standard. The
sample solution was adjusted to 0.05 g protein/l and 60 pl of sample or standard were added
to microplate wells. 180 ul of OPA reagent was added to each well and incubated at ambient
temperature for 5 minutes. The measurement was done at 360 nm excitation wavelength and

460 nm emission wavelength. DH was calculated as follows:
h

where htot are the total number of peptide bonds per protein equivalent, and h is the number
of hydrolyzed bonds. As described by Nielsen et al. [284], for general purpose, htot = 0.8

g meqv/g prot. To calculate h, described equation is:

lysine NH2-[3
a

h(meqv/g protein) = (eq. 5)

As recommended [284], when raw material has not been examined previously, then « and g

are estimated to be 1.00 and 0.40 respectively, and Lysine-NH2 is:

Lysine NH2 = w (eq. 6)
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where P is the protein (g/l) in the sample (0.05 g/l) and meqv lysine are the lysine

milliequivalents estimated in the sample using the standard curve.

Antibacterial activity
The antibacterial activity of the extracts was determined by agar diffusion method [285]. Two
bacterial species were used as test microorganisms, Salmonella enterica (CECT 4156) and
Escherichia coli (CECT 516), and sub-cultured in Mueller-Hinton agar at 37 °C for 24-48

hours.

Sensible strains were inoculated in 10 ml of Mueller-Hilton broth until optical density (OD)
reached 0.50 (approx. 108 cfu/ml) and incubated at 30 °C for 1 hour. Then, 100 pl of bacterial
suspension was added to 4 ml of Mueller Hilton soft agar (0.7% bacteriological agar w/v)
maintained at 48 °C, vortexed and quickly cast in a Mueller Hilton petri plate. After
solidification, the wells (5 mm diameter Whatman filter n° 1) and the extracts were added
(210 pl per each well) and incubated at 30 °C 24-48 hours. Antibacterial activity was measured
as the diameter of the clear zone of pathogen growth compared to a positive antibacterial
control, tetracycline (> 98% Sigma Aldrich, Steinheim, Germany), (1 g/lI) and a negative
control (sodium phosphate buffer, 0.01 M, pH 7.5).

Antioxidant activity (DPPH radical scavenging activity)
Antioxidant activity of samples was measured using the DPPH radical scavenging activity
(DRSA) method. DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, D9132 Sigma Aldrich, Steinheim,
Germany) in methanol (25 ppm) was prepared and 280 pl of this solution was added to 20 pl
of sample solution. The mixture was incubated at room temperature in the dark for 30 minutes.
Absorbance was measured at 515 nm. The standard comprised of water-methanol (50% v/v)
and different concentrations of Trolox (218940050, Acros Organics, New Jersey, USA). The
antioxidant capacity was expressed as Trolox equivalent capacity (TEAC), pg Trolox
equivalents/g DM using the calibration curve. The percentage of reduction of DPPH compared

to the blank also was calculated:

__ Abs blank—Abs sample

DPPH reduction (%) = * 100 (eq. 7)

Abs blank

Total phenolic content (TPC)
TPC was measured using the Folin—Ciocalteu method. Initially, 30 ul of Folin—Ciocalteu
(J/4100/08, Fischer Scientific, Loughborough, UK) solution was added to 140 ul sample, blank
or standard and 140 pl of Na,COs 7% (w/v) (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany). The

mixture was incubated at room temperature in the dark for 1 hour and the absorbance was
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measured at 750 nm. Gallic acid (G7384, Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) was used as
standard at a concentration range of 1.4-20 ppm and results were expressed as mg gallic acid

equivalent (GAE) per g of DM sample.

Reducing sugars
Reducing sugars were determined by Dinitrosalicylic (DNS) acid reagent method [276]
adjusted to microplate assay procedure. Briefly, 25 pl of DNS reagent were mixed with 25 pl
of sample, blank or standard (0-2.5 g/l of D-glucose) and incubated for 10 minutes at 100 °C.
The microplate was cooled in an ice bath and 250 ul of distilled water was added to each well.

Absorbance was read at 540 nm.

Soluble protein
Soluble protein was determined by BCA (Bicinchoninic Acid) method (Pierce™ BCA Protein
Assay Kit) adjusted to microplate assay procedure. Briefly, 10 ul sample or standard (0-2.5
mg/ml BSA) was mixed with 200 ul of BCA working reagent (50:1, Reagent A:B) and
incubated 30 minutes at 37 °C. Absorbance was read at 550 nm.

3.4 Solid State Fermentation (SSF)
All SSF experiments were carried out on 135 mm diameter sterile plate (surface area
143.1 c¢cm?) at 30 °C. SSF process was done using ROR004 strain and all variables were

monitored from time 0 to 192 hours (n=4 in all cases except for time 0 hours, where n=2).

Factorial design methodology was used for optimal conditions determination. Factorial design
consisted on two continuous factors (time and temperature) and one categorical factor (fungal
strain). Considered runs included 22 factorial design (8 runs) and central points (4 runs) to
determine the best combination between incubation time and temperature and the effect of
used strain (categorical factor) on several response parameters (Protein, soluble protein, DH,
TEAC, DPPH reduction and TPC). Overview of the complete design is described in Table 26.

In all cases, substrate density was 0.09 g of dry BSG/cm? and 10% of spore suspension
(107 cfu/ml) was added to the fermentation substrates. Spore suspension was prepared as

described before (results and discussion section 4.2).
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Table 26. Coded variables screened for three levels (-, 0, +; factors A and B) or two levels
(factor C).

Factor Low (-) 0 High (+)

A: Time (h) 72 144 216

B: Temperature (°C) 20 25 30

C: Strain RORO004 (2) RORO004 G (1)

3.5 Submerged Fermentation (SmF)
During mutant selection, SmF was used to control changes in biomass production. Growth
medium includes (g/1): 20 glucose (G/0450/65, Fischer Scientific, Loughborough, UK), 0.75
nitrogen (Protease peptone, Oxoid LP0085, Basingstoke, Hampshire, England), 3.0 KH2PO4
(Panreac Quimica SA, Barcelona, Spain), 0.5 MgSQO4 * 7H,0, 0.5 FeSO, (both from Sigma
Aldrich, Steinheim, Germany) and 0.5 KCI (Merck, Darmstadt, Germany). SmF was carried
out on sterile 150 ml Erlenmeyer flasks (100 ml medium) at 170 rpm, incubated at 30 °C for
72 hours in dark conditions. Fungal spore suspensions were prepared as described before

(results and discussion section 4.2), adjusted to 107 cfu/ml just before inoculation (1% v/v).

3.6 Statistical analysis
Experimental factors were considered significant when their probability (p-value) was less
than 0.05 and were analyzed with one-way ANOVA (analysis of variance) using SPSS (IBM
Corp. V 24.0, New York, USA). Differences between fermented and unfermented BSG
composition, AA and FA profile were determined by T-student statistics. Normal data
distribution was verified using Shapiro Wilk test and Levene test to assess the equality of
variances. When equal variances were not assumed, Welch statistic was used to compare

samples.

For factorial design analysis (software package Statgraphics Centurion XVI), the F test was
used to analyze the statistical significance of proposed equations for each interesting parameter
and the analysis of variance (ANOVA) for the response surface model. Factors were

considered significant when their probability (p-value) was lower than 0.05.

4 Results and discussion

4.1 Wild strain modification
Rhizopus ROR004 is a wild strain obtained from spoiled fruit samples. This strain presents
good technological properties and has been described previously (results and discussion

section 4.2) but looking for an increase in the growth rate and final biomass production, several

142



Resultados y discusién apartado 4.4

procedures for genetical modifications were considered in this work. Treatment with UV result
in 98.8 + 0.4% of spore’s mortality and similar ratio is obtained with EB and MNNG,
98.7 £ 0.5 and 88.4 = 15.6% respectively.

The success of our modifications was determined considering the growth rate of the obtained
strains in PDA and comparing them with the wild strain. During initial selection round, strains
with similar (or higher) growth rate than the wild strain were selected and isolated. These
results were confirmed in successive re-growth steps in PDA. Finally, 4 strains presented a

consistently higher growth rate than ROR004 and were selected for further selection.

Due to the difficulty of fungal growth estimation in SSF, possible mutants (4 strains) were
grown in SmF at optimal conditions and results were compared to wild type ROR004. After
72 hours, growth, biomass, protein, and glucose consumption were analyzed. ROR004 G was
significantly the strain with the highest biomass production (g/l) and biomass yield
(g DM/g consumed glucose) (Table 27), and, therefore, was used together with ROR004
during SSF optimization.

Table 27. Comparison of consumed glucose (% of initial glucose), biomass (g DM/I), biomass

yield (g DM/g consumed glucose), protein (% DM) and protein yield (g/l) of wild and mutant
strains during SmF (30°C, 72 h, 170 rpm).

Strain Consumed glucose Biomass Biomass yield Protein  Protein yield

RORO004 88.1+8.22 33+0.2* 019+0.02* 251+9.6* 08+0.3?
ROR004 A 83.5+9.52 35+0.6* 0.21+0.02* 246+38 09+0.2°
RORO004 B 98.2 + 3.4 37+06%® 0.19+0.04* 243+58 09+0.3
ROR004 G 85.9 +4.8° 51+0.3> 030+0.03® 287+33* 15+0.3%
RORO004 J 93.1+5.7° 40+£02* 021+0.02* 286+23* 11+0.1°

Same letter in the same column mean no significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means + SD (n=3).

4.2 BSG fermentation with Rhizopus sp.
In order to determine the variables that change along the SSF, initial experiments were
performed and several characteristics, like protein concentration, biological activities and

technological properties, were analyzed.

143



Solid state fermentation of Brewer’s spent grain using Rhizopus sp. to enhance nutritional
value

10 — & - Protein 50 The evolution of
35 oAl Soluble protein :Z g determined parameters in
30 I T : .
g { —————— ;s  fermented BSG is very
g2 __--= e £
T _a-=-" 3= dependent on the
O 25 2 . . .
2 o 2 &  considered incubation
S 13 2z
~ = .
10 . 13 = periods (up to 192 hours)
]
S 5 (Figure 42, Figure 43,
0 0 .
0 50 100 150 200 Figure 44). Clearly, SSF
Fermentation time (h) with Rhizopus sp. changes

Figure 42. Protein (% DM) and soluble protein (mg/g DM) BSG composition and its
during SSF of BSG (from time O h to 196 h). Error bars TEAC, TPC and DH.
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Protein content significantly increases up to 150% of initial value, until a final concentration
of 31.5 + 3.7% after 192 hours of incubation (Figure 42). Other authors have required urea
supplementation to obtain similar protein (32.9 £ 0.6% after 168 hours) on fermented BSG
using R. oligosporus [64] but our ROR004 seems to have lower nitrogen requirements (3.3%
in our samples compared to 3.9% in the supplemented one, DM basis). In other nitrogen rich
substrates, fermentation with Rhizopus sp. resulted in similar protein increase, such as rice
bran (2.4% nitrogen DM basis) [144,145] and nitrogen supplemented fruit wastes (1.6%
nitrogen DM basis) (results and discussion section 4.2). Vegetable mixture (3.5% nitrogen DM
basis) also showed similar protein increase using Aspergillus niger as fermentation agent
[361]. When low nitrogen
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Figure 43. DH (%) and TPC (ug GAE/g DM) during SSF of one, probably due to high
BSG (from time 0 h to 196 h). Error bars represent SD (n=4 fungal protease activity

in all cases except for time 0 hours, where n=2). (Figure 42). Other authors
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have reported lower increase (4 times) compared to the non-fermented BSG although total
soluble protein content was higher [64], which depends on the extraction system used. Highest
soluble protein value is obtained after 192 hours (29.5 + 6.2 mg/g DM), while the highest
increase is observed in the initial 96 hours.

The DH (%) is significantly higher after 96 hours (59.0 + 5.4%) compared to other
fermentation periods (Figure 43). This could be related to maximal peptide release happens at
that moment. As fermentation continues, those peptides and AA are used for fungal protein
formation. In any case, fermentation increases dramatically the free AA content of the product,

and that could improve the protein availability in feed formulations.
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4.7% and TEAC of 965 Figure 44. TEAC (ug Trolox/g DM) and DPPH reduction (%)

] during SFF (from time O h to time 196 h). Error bars represent
84 ug/g DM (Figure 44). TPC D (n=4 in all cases except for time 0 hours, where n=2).

also increases together with

I+

fermentation time until a final value of 2043 + 114 ug GAE/g DM (Figure 43). Results show
a significant lineal relation between TPC and TEAC (p < 0.05), with a regression coefficient
of 0.984 and R? of 96.8. Buenrostro-Figueroa et al. [147] also found a positive correlation
between antioxidant activity and TPC release during SSF of fig by-products. Our values show
9 times higher TPC in the final extracts compared to unfermented BSG from 224 + 30 to
2043 + 114 pg GAE/g DM, higher than the values reported previously. This release could be
related to the carbohydrate-cleaving enzymes (B-glucosidase) of the fungi, which hydrolyze -
glycosidic linkages [362] and release free aglycones with potential high antioxidant activity.
DPPH reduction, otherwise, is lower compared to those studies. TPC and antioxidant activity
are closely related; it has been reported that the use of high polyphenol diets in ruminants have
promising effects in animal well-being and could be a future strategy for producing meat and

milk with antioxidant properties [363-365].
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No antibacterial activity is detected in the extracts obtained from fermented BSG, while
positive inhibition is obtained with tetracycline (1 mg/ml) for Salmonella enterica (1 mm) and
for Escherichia coli (2 mm). Therefore, antibacterial activity is not taken into account for the
optimization process. These results agree with those obtained by Almeida et al. [357], who
reported a negative antibacterial activity of BSG extracts. A similar situation is observed in

reducing sugars concentration (result not shown), and it is discarded for further studies.

Finally, the visual inspection of the obtained product (supplementary material Figure 1, with
plates photographed during fermentation evolution) corroborates that BSG is an ideal substrate
for SSF with filamentous fungi, due to its composition and its particle size [48]. Small particles
with rigid internal structure allow a complete fungal growth in a short period of time and a

complete use of the inter-particle space [366].

This results in a homogenous fermented material and it avoids the presence of under-fermented

areas (usually the inner parts of the solid substrates).

4.3 Optimization of fermentation conditions

The statistical analysis of the results obtained show that proposed models are significant for
the response factors considered (Table 28). As an overview, equations derived from proposed
variables can predict positively protein proportion, soluble protein concentration, DH, TEAC,
DPPH reduction and TPC. In all cases, p-values are lower than 0.05 (Table 28). The percentage
of variation (R?-value) that can be attributed to the independent variables indicates that those
significant variables can explain in around 80-90% of the final value (65.5 for total protein,
96.8 for soluble protein, 77.7 for DH, 78.4 for TEAC, 78.6 for DPPH reduction and 92.6 for
TPC).

Protein concentration (% DM) depends on the temperature and on the interaction of time and
temperature. When fermentation time is shorter there are no differences between samples;
otherwise, when fermentation time increases, higher temperature increases the protein content
(Figure 45a). Fermented BSG is composed of 31.7 + 7.6% of protein at 30 °C and 9 days of
fermentation (Table 29).

Soluble protein concentration significantly depends on time, temperature and the interaction
between those two (Figure 45b). High temperature and long fermentation have a positive
significant effect in protein content. Our model describes the maximal soluble protein
(47.4 £ 3.8 mg/g DM) after 9 days of fermentation (Table 29). Other authors [64] have
reported a maximum soluble protein after 6 days of fermentation.
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Table 28. Statistical parameters (ANOVA) of the equations in each studied variable; protein
(% DM), soluble protein (mg/g DM), TEAC (ug Trolox equivalent /g DM), DPPH reduction
(%), TPC (ug GAE/ g DM).

Model Protein Soluble protein DH  TEAC DPPH reduction TPC
Transformation none none none  none none none
Model d.f. 3 4 4 4 4 4
P-value 0.0297*  0.0000*  0.0196* 0.0177* 0.0171* 0.0005*
Error d.f. 8 7 7 7 7 7
Stnd. Error 2.98977 2.50646  9.60358 131.34 9.94542 200.804
R? 65.5 96.8 77.7 78.4 78.6 92.6

*Statistically significant (p < 0.05).

Time and temperature-time interaction are significant parameters for DH (Figure 45c). The
DH is higher at middle fermentation time (96 hours). When time is shorter, higher temperature
increases the DH, but when fermentation time is longer, lower temperature leads to higher DH.
As mentioned above, fungal metabolism is higher at 30 °C and as fermentation time increases,
this activity would result in amino acid assimilation for biomass production and would lead to
a decrease in the DH of soluble proteins. However, DH is higher at any fermentation time
compared to the unfermented BSG, showing that even short fermentation process would

improve the amino acid availability of the BSG protein.

TEAC and DPPH reduction depend on time and temperature (Figure 45d and Figure 45e).
Higher fermentation time and temperature provide the highest antioxidant activity and DPPH
reduction, 795 + 102 pg Trolox equivalent/g DM and 59.7 £ 7.7% respectively (Table 29).
There is no significant interaction between time and temperature. TPC also depends on time
and temperature (Figure 45f). Long fermentation time and high temperature is the best
combination for the highest TPC (2747 + 112 ug GAE/g DM). Temperature and time
interaction is also a significant factor, while at lower fermentation periods temperature effect
is lower, at higher fermentation time this effect increases. Other authors have also reported a
release of phenolic compounds and an increase of antioxidant activity during rice bran and
plum fruit fermentation using R. oryzae and R. oligosporus as fermentation agents
[144,146,367]; nonetheless, to the best of our knowledge there are no studies related to BSG.
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Figure 45. Response surface methodology (RSM) analysis of variables (a: RSM analysis for protein concentration (% DM); b: RSM analysis for

soluble protein (mg/g DM); c: RSM analysis for DH (%); d: RSM analysis for TEAC (ug Trolox/g DM); e: RSM analysis for DPPH reduction
(%): f: RSM analvsis for TPC (ua GAE/a DM)).

148



Resultados y discusion apartado 4.4

Table 29. Observed and predicted results of factorial design during BSG fermentation. Protein (% DM), soluble protein (mg/g DM), TEAC
(ug Trolox equivalent /g DM), DPPH reduction (%), TPC (ug GAE/ g DM).

Time Strain T Protein Soluble protein DH TEAC DPPH reduction TPC
Pre  Obs Pre Obs Pre Obs Pre Obs Pre Obs Pre Obs

1 2 1 315 370 457 447+26 303 323+05 709 723+21 532 542+16 2564 2668+48
-1 1 -1 225 232 155 142+04 532 555+16 97 138+44 65 9.6+34 1005 1012+21
0 2 0 241 229 251 218+05 53.0 554+09 355 255+46 262 186+35 1475 1120+24
0 1 0 241 233 280 262+35 526 544+16 392 277+79 289 165+6.0 1646 1491+ 269
-1 2 1 223 222 165 19.0+13 775 66.0£0.7 291 362+66 213 26.7+50 1144 1263%47
-1 2 -1 225 230 125 142+08 536 46.0+£08 60 154+60 3.7 10.8+46 834 1020 + 54
1 1 -1 204 219 284 286%17 503 483+05 396 443+52 29.2 327+4.0 1528 1671+8

1 2 -1 204 201 255 258+64 50.7 473+10 359 446+15 264 33.1+11 1357 140662
1 1 1 31.1 263 486 500+32 299 225+02 746 867+15 559 651+11 2736 2825+59
0 1 0 241 237 280 315+48 526 51.7+18 392 282+36 289 206+28 1646 1486+39
-1 1 1 223 237 194 174+02 771 833+15 328 392+282 241 289+11 1316 13917

0 2 0 241 216 251 248+06 530 71.1+10 355 188+26 26.2 13.6+19 1475 1372%34

Data are average of three determinations for each obtained extract (n=1); pre: predicted; obs: observed; coded variables are described in Table 26.
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During the SSF processes, the production of enzymes (amylases, pectinases, xylanases,
proteases, p-glucosidase, tannase, and ellagitannase) and their synergic activity would increase
the TPC release, enhancing the TEAC of the obtained extracts.

Strain effect is not significant for any of the studied variables, that could be because mutagens
did not have any significant effect on the protein synthesis metabolism, TPC release and other

studied variables.

Optimal conditions for all variables, except for DH, are high temperature and long
fermentation time (30 °C, 216 hours, Table 30). However, for DH, optimal conditions are high
temperature but short fermentation time (Table 30). Although there are no statistical
differences between strains, protein concentration, DH and DPPH reduction are maximal using
strain 2 (ROR004) and the highest soluble protein, TEAC and TPC are obtained using strain 1
(ROR004 G). As an overall strategy for BSG valorization, the attempt is to optimize all
responses at a time; in that case, the optimal conditions are 30 °C, 216 h of fermentation time.
These conditions would lead to a fermented BSG with 31.1% protein, 48.6 mg
soluble protein/g DM, 29.9% DH, 746 ug Trolox equivalent/g DM, 55.9% DPPH reduction
and 2736 pug GAE/g DM.

Table 30. Optimal conditions and maximal value for each variable; protein concentration

(% DM), soluble protein (mg/g DM), TEAC (ug Trolox equivalent /g DM), DPPH
reduction (%), TPC (ug GAE/ g DM).

Factor Protein Soluble protein DH TEAC DPPH reduction TPC
A: Time (h) 216 216 72 216 216 216
B: Temp. (°C) 30 30 30 30 30 30
C: Strain 2 1 2 1 1 1
Maximal 31.1 48.6 775 746 55.9 2736

As described in Table 26, Strain ROR004 G is coded as strain 1 and strain ROR004 is coded as strain 2.

4.4 Fermented BSG composition and Amino acid and Fatty acid profile
Fermented BSG gross composition changes during fermentation (day 9, 30 °C) (Table 25).
Total lipid content goes from 11.1 + 0.1% in the not fermented sample to 3.8 £ 0.4% after
complete fungal growth (Table 25). Other authors have reported also a decrease in total lipids
of fermented rice bran [321] due to fungal lipase activity [23]. Protein and NDF, however,
increase. NDF is composed by cellulose, hemicellulose, lignin and cutin, and it is also known
as fibrous carbohydrate [368]. Its main objective is to maintain ruminal function avoiding the
appearance of digestive disorders [45] and therefore, minimum quantities are stablished

depending on the specie and production objective. Unfermented BSG is already used by
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ruminants due to its high proportion of fiber compounds and like proportion is slightly higher
in the fermented product, it should continue using as ruminant animal feed [350]. However,
there are studies that reported the use of unfermented BSG as fish feed (30% w/w) with
improvement of body weight gain [369]. The increase in protein proportion is one of the most
interesting effects of SSF in the fermented biomass, which could convert it into a high value
alternative of plant proteins. In any case, important factors such as, metabolizable, digestible

and absorbable protein should be determined before production of ruminant feed [45].

The AA profile of the fermented BSG is dominated by Glu, Asp, Ala, Leu and Lys (Table 31),
with high proportion of essential amino acids (EAA up to 43.1%). Fermented BSG AA profile
differs from the unfermented sample in some of the AA: an increase in Met, Gly and Ala
proportion and a decrease of Glu, Arg, Pro, Leu and Phe percentage. However, the total EAA

percentage does not differ significantly (p < 0.05) within the samples.

Although the general profile does not differ significantly, the total amount of almost all AA
significantly increases in the fermented BSG (Table 31). Compared to unfermented BSG, the
concentration of Asp, Ser, Glu, His, Thr, Ala, Cys, Val, Met, Lys, lle, Leu, Tyr, Arg and Phe
(mg AA/g BSG) is significantly higher in the fermented BSG. In consequence, overall
EAA content in fermented BSG is 1.5 times higher than in the unfermented one. AA
composition of fermented BSG was evaluated for the essential amino acid index (EAAL).
Higher EAAI indicates the presence of higher concentration of EAA. EAAI for fermented
BSG is 1.58 compared to human nutrition FAO standard [197] what means that AA fulfills

human requirements.

The essential AA profile of fermented BSG is comparable to standardized feed (fish meal and
soybean meal) [32,105] except for Met. However, each EAA content (mg/g product) of
fermented BSG is lower than fish meal due to its high protein proportion, 64-70%, and more
similar to soybean meal [162]. Lysine percentage in fermented BSG is similar (6.8 £ 0.4%)
compared to fish meal and soybean meal (7.5 and 6.08% respectively). The essential amino
acid composition of fermented BSG makes it an interesting alternative protein source and
could contribute greatly towards promoting a sustainable protein source for feed and food

applications.
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Table 31. AA profile (% of total AA) and total amino acid content (mg/g BSG) of the

unfermented and fermented BSG at optimal conditions (30 °C, 216 h).

AA AA profile AA content
Unfermented BSG Fermented BSG Unfermented BSG Fermented BSG
His 2.6 +£0.42 2.7+0.52 5.4+0.78 8.5+ 15"
lle 3.7+0.1° 3.7+0.2? 7.6+0.3? 11.6 £0.5°
Leu 8.3+0.1° 7.6+0.32 16.9 £ 0.4° 239+1.0°
Lys 57+1.1° 6.8 +0.4° 11.5+2.2° 21.3+1.3°
Met 1.0+0.1° 1.6+0.2° 2.1+0.22 51+0.7°
Cys 1.1+0.3? 1.3+0.3? 2.2+0.62 4.2 +0.9°
Phe 5.4+0.2° 47+0.42 11.0 £ 0.4° 147 +1.1°
Tyr 3.3+0.52 44+11° 6.7 £0.9 13.8+3.4°
Thr 43+0.32 46+0.32 8.7+0.8° 14.4 +£0.9°
Val 5.8+0.12 5.9+£0.52 11.8+0.28 185+ 1.5°
EAA 41.1+1.6° 43.1+2.3% 83.9+2.6° 1358 £ 7.3°
EAAI 1.47 £ 0.052 1.58 £+ 0.08?
Arg 6.1 +0.5° 5.0£0.78 12.5+0.9? 15.8 +2.1°
Asp 7.4+2.0° 10.1+0.5° 15.1+4.1° 31.7+15°
Ser 50+0.12 53+0.32 10.3+0.3? 16.5+0.9°
Glu 20.8+0.3° 16.0+0.8? 425+0.92 50.3+2.7°
Gly 45+0.32 5.6 +0.7° 9.2+0.72 175+2.3°
Ala 59+1.0% 9.6+1.7° 12.0+1.9° 30.3+5.3°
Pro 9.2 £0.4° 54+1.2¢8 189+ 1.1° 17.1 £ 3.62
NEAA 59.9 + 1.6 56.9+2.32 120.5 +4.22 179.2 £ 7.3°

Same letter in the same row mean no significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means + SD (n = 4);

1: based on [197].

Fermentation modifies the fat fraction of the BSG. For raw or fermented BSG, predominant
FA include palmitic (C16:0), oleic (C18:1n-9) and linoleic (C18:2n-6), but fermentation
changes FA profile (Table 32). Fungal growth resulted in a significant increase of C16:0,
C18:0, C18:1n-9, C20:0, C20:1n-9, C22:0 and C24:0, leading to a significant increase of the
saturated fatty acid (SFA) and monounsaturated fatty acid (MUFA). Linoleic acid (C18:2n-6)

decreases significantly in the fermented BSG leading to an overall significant decrease of

polyunsaturated fatty acid (PUFA) proportion. Gamma linolenic acid (GLA C18:3n-6), a

characteristic FA of Rhizopus sp. biomass [321,370] and related to anti-inflammatory effects

[343], is only detected in fermented BSG as expected. Several medium and long-FA (14:1,
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15:0, 15:1, 17:0, 17:1, 20:5n-3, 22:1, 22:5n-3 and 22:6n-3) are not detected in any of the

samples.

Biomass composition is a critical aspect for using fungi biomass protein (FBP) for animal
feeding or human consumption purposes. Using filamentous fungi as fermentation of BSG
leads to a protein rich substrate with higher EAA content and DH. SSF also increases the
antioxidant activity of the fermented BSG related to the release of phenolic compounds, what
makes SSF a promising alternative to revalorize this agro-industrial by-product as high
valuable ingredient for feed and food applications. Furthermore, BSG is also known for
containing peptides related to antihypertensive activity [216], for its beneficial nutritional
composition (high fiber, protein and B-glucans content) and for specific phenolic compounds
(ferulic, caffeic and p-coumaric acid) related to anti-cancer, anti-atherogenic and anti-
inflammatory effects [57]. Further research is needed to evaluate the effect of SSF by
Rhizopus sp. in the liberation of those specific peptides and phenolic compounds.

Table 32. FA profile (% of total FA) of the unfermented and fermented BSG at optimal
conditions (30 °C, 216 h).

FA Unfermented BSG Fermented BSG
14:0 0.6+0.12 0.5+0.12
16:0 25.6 + 0.6° 31.0+1.4°
16:1 0.3+0.0° 0.4+0.1°
18:0 2.2+0.22 5.9+1.0°
18:1n-9 12.2+0.22 17.8+4.1°
18.2n-6 54,5+ 2.9 34.2+ 4.8°
18:3n-6 BL? 1.9+1.1°
18:3n-3 2.8+3.0° 0.6+1.2%
20:0 0.3 £0.0? 1.3+0.2°
20:1n-9 0.8+0.12 23+0.3°
22:0 0.3+0.12 1.6+0.3°
24:0 0.3+0.18 25+0.5°
SFA 29.3+0.9° 42.8+25°
MUFA 13.3+0.3? 20.5+4.2°
PUFA 57.3+0.8° 36.7+4.78

BL: below detection limit; same letter in the same row mean no significant difference between the samples at 95% confidence; values are

expressed as means + SD (unfermented BSG n = 4, fermented BSG n=5).
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5 Conclusions

Hereby, fungal SSF is a successful strategy for BSG valorization in order to produce a
valuable, sustainable, non-climate dependent protein source for animal feed or human food
formulations. Compared to the original BSG, the fermented product has a higher protein
content, DH and total soluble protein. Furthermore, the TPC of the final product is 11 times
higher leading to an increase of its TEAC and is richer in EAA. In any case, specific feed
formulations and feeding trials are vital to determine the effect of using fermented BSG as
animal feed.
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vegetable by-product valorization by fungal submerged
and solid state fermentation
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1 Abstract

The present research describes an
Fruit and vegetable discards (FVd)

Y integral strategy for fruit and
Cutting + centrifugation

A vegetable discards (Fvd)
FVL FVS valorization using solid state

fermentation (SSF) and submerged
fermentation (SmF) by Rhizopus sp.
After fermentation in SSF with
model substrate, obtained yield
(243.6 + 5.7 mg biomass/g dry

substrate) is higher than expected,

10.6 1.4 g biomass 1 70 % COD reduction "L'?‘F;" iOOZ:O‘;u"“
3.3 g protein’l TPC 0.9 mg GAE/ml R AR . H ;
EAA53£15%  TEAC 10mghul EAA 457=18% probably due to higher nitrogen

TPC $.9=15mg GAE)g DM

Lipids 6.1 +3.1% $ & i mAe . .
DPPH reduction §1327.7%  concentration in model substrate

than in fruit containing samples.

When SSF is carried out in real

solid fruit and vegetable by-
products (FVS) obtained after
Figura 46. Graphical abstract section 4.5. cutting and centrifugation of FVd,
fermented biomass has 1.9 times
higher protein content (up to 20.2 £ 1.7% DM) with an improved amino acid (AA) profile
(45.7 £ 1.8% essentials amino acids) and modified fatty acid (FA) profile; higher
monounsaturated (MUFA) and lower polyunsaturated fatty acid (PUFA) content compared to
initial substrate. Phenolic compound concentration is double in final biomass than in initial
substrate (up to 8.9 £+ 1.5 mg GAE/g DM) and fermentation results in extracts with higher
antioxidant activity (DPPH reduction of 81.3 £ 7.7% and TEAC of 3.6 = 0.3 mg/g DM).

The fruit and vegetable leachate (FVVL) obtained by centrifugation of FVd is treated by SmF
and leads, per liter of substrate, to 10.6 + 1.4 g of fungal biomass and 3.3 g protein/l after 7
days of fermentation. Chemical Oxygen Demand (COD) is reduced in 70% and obtained
fungal biomass is rich in PUFA (27.1 + 7.2% of total FA) and have an AA profile comparable
to soybean meal, with 45.3 £+ 1.5% of essential amino acids (EAA). After harvesting the

biomass, remaining liquid fraction shows antioxidant activity.
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This paper describes an integral valorization, by combining SSF and SmF, of FVd as a feasible

strategy, resulting in high value end-products which could be used as alternative feeds.

2 Introduction

Worldwide, one-third of produced food for human consumption, approximately 1.3 billion
tons per year [4], get lost or wasted. Discards of fruit and vegetable industry (FVd) are higher
comparing with cereals, roots, dairy, oils, seeds, beverages and animal products [47]. This
industry generates 12 million of tons of vegetable and fruit discards per year in Europe, where
the greatest proportion of loses, around 20%, are attributed to the agricultural production [4].
Considering the potential environmental problems caused by this huge quantity of organic
material, efficient by-product valorization and waste reduction strategies are necessary to
reduce environmental impact and to increase food chain sustainability. In addition, efficient

uses of FVd would reduce farmer losses and would co-generate an economic input.

Environmental objectives set by EU directive 2018/851 [2] stablishes that food wastes cannot
be disposed of in landfill and required valorization and bioconversion with potential to be

recycled or used in other processes, due to environmental and economic concerns.

Valorization alternatives applied to FVd are, usually, focused on extraction of value-added
products, including essential oils, polyphenols, anti-cancer compounds, pigments, enzymes;
or focused on the production of new foods and Single Cell Protein (SCP) [7]. At this moment,
the main impediment to use vegetable or fruit by-products in quality animal feed is the low
nutritional value of some of these by-products (mainly due to low protein content and high
humidity), as well as the low digestibility of the nutrients and possible presence of mycotoxins.
Seasonal variability is also a problem in terms of ensuring a constant supply to feed industry.
Thus, it is necessary to develop processes to improve both aspects, the nutrient quality, such
as, proteins, fatty acids (FA), essential amino acids (EAA), and the feasibility of production in

a controlled and sustainable way over time [371,372].

Bioconversion is defined as “the use of biological processes or materials to change organic
substances into a new form” [373]. An important step in bioconversion process design is the
bioconversion-agent selection. Several organisms can be used, including yeast, bacteria, fungi
or insect. Comparing with yeast or bacteria, fungi are easy to be harvested, have low nucleic
acid and high protein proportion [155], have demonstrated as valid agents for very diverse by-
products production [185,361,374,375] and can release antioxidant compounds during

fermentation [142]. In addition, fungi are the main microorganism used in solid state
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fermentation (SSF) [163], mainly because they have a special ability to penetrate into the mass
of solids and due to the high oxygenation ratio that is possible [124]. They are known to
produce enzymes which degrade plant cell walls and could also improve biochemical

composition and bioactivity of the employed substrates [114,119,127,214].

Among fungi, different species of Rhizopus have been used for the production of high-value
products due to their capacity to consume a great range of carbon sources [85], lipase and
protease production [129,248] and as food industry by-products valorization [161,272,342].
Rhizopus sp. is also used as bioconversion agent in submerged fermentation (SmF) to reduce
chemical oxygen demand (COD) of wastewaters [155,162,328], converting the wastewater
organic substances into readily harvestable fungal biomass, rich in fungal bioprotein (FBP)
and chitosan [174,340], which can be used as a source of animal feed and potentially in human

diets.

In this context, the use of Rhizopus biomass and nutritionally enriched fruit and vegetable
solids (FVS) by SSF as alternative to soybean and cereals for feed manufacturers could be an
exceptional example of resource efficiency in the circular economy of the EU. One of the keys
to sustainable feed industry development, is the efficient use of available resources, including
the reduction of food waste and the application of new resources for animal feed that do not
compete with human food. Cereals and oilseeds are the fundamental component of feed, their
impact on prices is very high and manufacturers need a continuous and guaranteed supply that
allows them to cover the needs of feed [8]. The EU is totally dependent on imports to supply
the internal market with protein intended for animal feed (mainly soya). Therefore, new

alternative sources of protein are urgently needed.

Using R. oryzae for fruit SSF, our research group obtained fruit by-products enriched in FA,
amino acids (AA) concentration and with improved AA profile (results and discussion
section 4.2). Most critical parameters for highest biomass production (by-product, surface, T?,
time, and nitrogen) have been previously optimized in model substrate and in some real
substrates (Brewer’s spent grain, BSG) (results and discussion sections 4.2 and 4.4). However,
this protocol was not optimized for producing biomass for feed or food application and do not
face the problems of fruit and vegetable leachate (FVL), the by-product obtained prior to the
SSF. In addition, a model for protein rich fungal biomass production and reducing sugar
consumption in SmF has also been developed (results and discussion section 4.3) and need to
be integrated in a general strategy. Hence, for carrying out a full strategy for F\VVd valorization

and bioconversion, we combine the models developed previously for SSF (results and
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discussion section 4.2) and SmF (results and discussion section 4.3) and apply them to real
by-products.

3 Materials and methods

3.1 Microorganism and culture media
Commercial R. oryzae culture (internal code ROR001) and ROR003 and ROR004, two food-
derived Rhizopus strains isolated and characterized in our laboratory (results and discussion
section 4.2) were used.

Potato dextrose agar and buffered peptone water (both from Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
England) were used for fungal propagation, count and dilution when required. Tween 80
(Merck, Darmstadt, Germany) was used for inoculum preparation. All media were prepared as
recommended by the producer and sterilized at 121 °C for 15 minutes. Plates for total fungal

counts were incubated at 30 °C for 48 h.

3.2 Fruit and vegetable discards
For SSF model validation, a model substrate composed by fruits and vegetables was
considered. This substrate includes 19.3% tomato, 40.3% apple, 10.5% plum, 24.6% cucumber
and 5.3% green bean. The mixture was grinded until a purée was obtained, and water was

extracted using a mesh. Sample was treated with UV exposure for 1 h.

Substrate for SSF and SmF was a fruit and vegetable by-product mix obtained from
Mercabilbao (perishable food distribution center, Basauri, Spain). The mix (48 kg) was
composed by 28.6% of citric fruits (53.6% tangerine, 43.5% orange and 2.9% lemon), 34.7%
of other fruits (28.7% nectarine, 19.2% apple, 19.2% pear, 15.6% watermelon,
15.0% pomegranate and 2.4% banana) and 36.7% of vegetables (16.9% tomato,
13.0% pumpkin, 11.9% onion, 11.3% green bean, 7.3% pepper, 6.2% aubergine, 5.6% leek,
5.6% artichoke, 5.6% cabbage, 5.1% carrot, 2.8% broccoli, 2.3% potato, 2.3% asparagus,
2.3% chard and 1.7% lettuce). After cutting (Robot coupe R 10 v.v), the samples (48.2 kg,
initial DM 14.4 %) were centrifuged in a vertical axis centrifuge with filter bag (Comteifa
1950 RPM) and 13,4 liters of leachate were obtained. Solid samples (fruit and vegetable solids,
FVS, 20 % DM) were used for SSF and the leachate (FVL, fruit and vegetable leachate) for
SmF and model validation. No adjust was required for these substrates. Solid sample was dried
at 60 °C for 2 hours. Both solid and liquid samples were sterilized (121 °C, 15 min) before

inoculation.
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3.3 Analytical determinations
Except when specified, all results are average of three (n=3) completely independent

experiments.

Gross composition
During SSF model validation formed mycelia was removed from the substrate, washed twice
with distilled water (2:1 v/w) and filtered through 300 um metal filter. During SmF Rhizopus
biomass was filtered thought 300 um and washed once with distilled water (2:1 v/w). Retentate
was considered as mycelium. It was not possible to harvest fungal biomass from FVS after
SSF.

Dry matter (DM) was calculated by drying the sample at 60 °C for 24 hours, until constant
weight. Protein of the substrates was determined by Kjeldahl method and total lipids by
Soxhlet [33].

Mycelia protein content in SmF biomass was determined by Biuret method as proposed by
Satari et al. [34] and described in results and discussion section 4.3. Obtained results were

adjusted to Kjeldahl protein as done in results and discussion section 4.3 (x 1.22).

Total fat and FA profile in SmF biomass were determined as described previously in results

and discussion section 4.3.

AA profile was determined by HPLC as done in results and discussion section 4.2 and protein

quality was evaluated by the EAAI as explained in results and discussion section 4.3.

Total reducing sugars were determined by Dinitrosalicylic (DNS) acid reagent method [276]
as done in results and discussion section 4.1, and COD of liquid fractions was determined as

done in results and discussion section 4.3.

Bioactive compounds extraction
Bioactive compounds were extracted from unfermented and fermented FVS using water as
solvent as done in results and discussion section 4.4. Those extracts were used for
determination of soluble protein, degree of hydrolysis (DH), antioxidant activity, total
phenolic content (TPC), antibacterial activity and reducing sugars as done in results and

discussion section 4.4.

3.4 Solid State Fermentation (SSF)
All SSF experiments were carried out at 30 °C on 135 mm diameter sterile plate (surface area

143.1 cm?), with an estimated substrate density around 0.09 g of dry fruit/cm?2. During SSF,
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two fermentation substrates were used: model purée of fruits and vegetables for comparison
with published results (results and discussion section 4.2) and the mix of fruit and vegetable
by-product after centrifugation (FVS). SSF runs of model substrate were inoculated with 1%
of spore suspension (10° cfu/ml) as done in results and discussion section 4.2. SSF runs of
FVS, however, were inoculated with 10% of spore suspension (107 cfu/ml) as done in results
and discussion section 4.4. Spore suspension was prepared by mixing the mycelia formed in a
PDA plate (after 5 days of incubation at 30 °C) with 20 ml of sterile distilled water with 0.01%
Tween 80, maintained for 24 h at 30 °C and filtered thought 300 um sterile filter to obtain the

liquid spore suspension.

For model validation, three fungal strains (ROR001, ROR003 and ROR004 strains) were
incubated up to 3 days in model substrate and biomass yield obtained was compared with the
biomass predicted with the model. Protein and AA profile of the fungal biomass (n=2) in SSF

were determined.

SSF process with FVS was carried out up to 8 days. Protein, total lipids, AA profile and FA
profile were determined in the fermented and unfermented biomass (n=2), and soluble protein,
DH, TEAC, DPPH reduction and TPC in soluble extracts of both samples (time 0, n=2; time

8 days, n=4). Samples were frozen (-18 °C) up to analysis.

3.5 Submerged fermentation (SmF)
SmF was carried out with FVL and model was validated in real by-products. SmF was carried
out on sterile 1 | pirex bottles (500 ml medium) with sterile air flux (2.0 v/v per minute),
incubated at 30 °C, inoculated with 0.1% of spore suspension in dark conditions and without
shaking. Inoculum spore suspension was prepared as described above and adjusted to

107 cfu/ml just before inoculation.

Biomass was harvested after 4 and 7 incubation days. Medium reducing sugar consumption
was determined at 0, 24, 48, 72, 96 and 168 h, COD at 0, 48, 96 and 168 h and TPC and TEAC
at 0, 96 and 168 h. Samples were frozen (-18 °C) up to analysis (n=3).

3.6 Statistical analysis
Experimental factors were considered significant when their probability (p-value) was less
than 0.05 and were analyzed with one-way ANOVA (analysis of variance). Differences
between fermented and unfermented FVS composition, AA and FA profile were determined
by T-student statistics. Normal data distribution was verified using Shapiro Wilk test and

Levene test to assess the equality of variances. When equal variances were not assumed, Welch
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statistic was used to compare samples. All statistical analyses were performed using SPSS
(IBM Corp. V 24.0, New York, USA).

4 Results and discussion
4.1 Effect of vegetables on SSF

There are, mainly, two differences between the substrate used for modeling (results and
discussion section 4.2) and FVS: the physical state (fruits were purée and FVS is a particulate
material) and the nitrogen content (much higher when vegetables are considered). In order to
evaluate the effect of these variables, model fruit and vegetable sample (described as model
substrate in material and methods) was converted in purée and fermented. The effect of particle
is discussed along this paper, and the effect of the nitrogen content is estimated comparing the
obtained yield (high nitrogen) and the expected yield resulting of the application of the

published equation (results and discussion section 4.2).

Obtained results in SSF of model substrate (18% DM) are higher than the predicted values for
low nitrogen substrate. The equation already published for fruits (results and discussion
section 4.2) predict 110.6 = 1.7 mg biomass DM/g dry substrate and obtained average value is
243.6 + 5.7 mg biomass DM/g dry substrate (Table 33). All strains result in similar biomass
production, as reported previously for SSF (results and discussion section 4.2). Differences
between predictions (only fruit) and the obtained results in model substrate can be due to
higher nitrogen content in the last one, mainly because the vegetable addition. While fruit
samples have around 2.6 + 0.1% protein (results and discussion section 4.2, Table 13), model
substrate arrives up to 10.5 £+ 0.3% protein and this would allow a higher biomass production.

Table 33. Obtained and predicted biomass yield (mg biomass/g DM), protein production
(% DM) and protein increase (%) of fermented fruit and vegetable model substrate.

Strain Obtained Predicted Fermented product Protein increase in
biomass yield biomass yield protein estimation fermented product
ROR001  248.6+6.7° 109.6 £ 0.6 14.8+0.22 41.2+£1.92
ROR003  245.0+7.92 1119+ 0.5 145 +0.1° 385+1.0%
ROR004  237.3+7.1° 110.6 £ 2.5 14.4 £ 0.22 38.4+1.42

Same letter in the same column mean no significant difference between the means at 95% confidence; values are expressed as means + SD (n=3);

protein estimation is calculated as the sum of the protein in the obtained biomass yield and in the fruit and vegetable sample.

4.2 Composition after SSF
FVS gross composition changes significantly after fermentation (Table 34). Fermentation

reduces 34 times the reducing sugars content of the samples (from 213.0 + 5.1 to
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27.6 +£ 8.9 mg/g DM) and significantly increases (x 1.9) the protein content of fermented
samples until a final concentration of 20.2 + 1.7% (Table 35). Published results using
substrates with similar protein content, like rice bran [144,145] and nitrogen supplemented
fruit wastes (results and discussion section 4.2) reported lower protein content gain (close to
1.5 fold in both cases). BSG fermentation with Rhizopus sp. (results and discussion section 4.4)
also leads to lower protein increase. Other authors, using A. niger as biotransformation agent
of vegetable wastes, reported 1.4 fold increase (initial value 21% protein) [361]. It can be
speculated that, when initial protein content is higher (i.e. rice bran 14% protein and BSG 20%
protein), SSF with Rhizopus increases protein in a lower factor that when initial protein is
lower, as happens in FVS, but further experiments are required to clarify if a maximum protein
concentration exists. However, a minimum initial protein content is necessary for fungal
growth, as demonstrated before (results and discussion section 4.2).

Table 34. Reducing sugars (mg/g DM), soluble protein (mg/g DM), DH (%), TEAC (mg Trolox

equivalent /g DM), DPPH reduction (%) and TPC (mg GAE/g DM) of soluble extracts before
and after SSF.

Reducing Soluple DH TEAC DPP!—| —
sugars protein reduction

UFVS 213.0+5.12 1452+1.9% 11.8+0.6° 23+0.0° 458+0.7% 4.6+0.3
FFVS  27.6+8.9° 139.0+20.8% 3.7+0.6° 3.6+03" 813+7.7° 89+15°

UFVS: Unfermented FVS; FFVS: fermented FVS; same letter in the same column mean no significant difference between the samples at 95%

confidence; data are expressed as means + SD (unfermented FV n=2, fermented FV n=4).

Particle structure has revealed critical for final product composition and Rhizopus growth. SSF
of FVS (DM 22.3 + 0.4%) was longer (8 days) than the one of fruit purée (3 days) due to the
particulate physical structure of the FVS, with a structure that leaves the fungus growing
between inter and intra particles and in consequence obtaining higher biomass production than
in purée structure. This consequence of using particulate substrate is significant also in final
protein concentration. When purée (model substrate) is used, fungal biomass protein is of
21.7 + 1.9% DM (initial substrate protein 10.5 + 0.3%), and can be estimated that the final
fermented product protein content is 14.6 + 0.2% (Table 33). When a particulate substrate is
used, which allows fungal growth in the inner space, this fermented FVS protein proportion
arrives up to 20.2 + 1.7% (+ 38%) (Table 35). This protein increase could be also related to

the higher inoculum size used in the particulate substrate.

Fermentation duplicates the antioxidant activity (TEAC and DPPH reduction) of the product,
up to a DPPH reduction of 81.3 + 7.7% and TEAC of 3.6 + 0.3 mg/g DM (Table 34). As
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expected for fruits and vegetables, initial values are also high, 2.3 £ 0.0 mg TEAC/g DM and
45.8 £ 0.7% DPPH reduction, but fermentation significantly increases those values. Other
authors found lower DDPH reduction in fermentation extracts of Oryza sativa and Lablab
purpureus [261] and rice bran [172]. At the same time, fermentation duplicates TPC in the
final extract compared with unfermented FVS (from 4.6 £ 0.3to0 8.9 £ 1.5 mg GAE/g DM).
Similar values were reported in optimized SSF of fig by-product by Aspergilus niger
(10.4 mg GAE/g DM) and lower values by R. oryzae (4 mg GAE/g DM) [147]. In general, all
authors report a positive correlation between fungal fermentation, antioxidant activity increase
and TPC release, using fig by-product [147], plum fruit [146] or wheat fermentation [258],
although the level of increase varies depending on the substrate. During SSF, fungus releases
carbohydrate-cleaving enzymes (B-glucosidase) [262,362] releaasing free aglycones which

have antioxidant activity.

There is no difference in soluble protein concentration between samples before and after
fermentation, while DH is lower in final extracts (Table 34). During fermentation, the fungal
metabolism uses those soluble proteins for its biomass and protein formation while proteases
liberate more soluble protein and AA to the extracts. At day 8, maximal fungal growth is
achieved, and the DH is lower due to assimilation of smaller peptides and free AA for fungal

protein formation.

No antibacterial activity is detected in the extracts obtained from fermented FVS, while
positive inhibition is obtained with tetracycline (1 mg/ml) for Salmonella enterica (1 mm) and

for Escherichia coli (2 mm).

When Rhizopus sp. grows in the model substrate (purée), fungal biomass and substrate can be
separated. In this case, proteins in RORO004 biomass are composed mainly by
Asp (10.0 £ 2.3%), Glu (8.5 + 1.1%), Leu (8.7 £ 1.1%) and Phe (7.5 + 1.4%) (Table 35).
Compared with the biomasses obtained in substrates with low nitrogen concentration, (results
and discussion section 4.2) there are no statistically significant differences at AA composition

level, confirming the stability of the FBP composition.

AA profile of fermented FVS is dominated by Glu (12.5 + 0.6%), Asp (12.3 + 0.5%), Leu
(7.9 £ 0.2 %), Ser (6.6 £ 0.3%), Arg (6.3 £ 0.0%) and Lys (6.1 + 0.1%) (Table 35). Total EAA
ranges from 35.4 £ 0.4% in the unfermented sample profile to 45.7 + 1.8% in the fermented
one, although no statistically significant differences are found in the total EAA percentage.

Individually, the proportion of almost all EAA increases significantly in the fermented product,
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including His (+ 39.1%), lle (+ 24.2%), Leu (+ 25.4%), Met (+ 100%), Cys (+ 27.3%), Tyr
(+ 42.9%) and Thr (+ 30.2%) proportion. Among non-essential amino acids (NEAA), there is
a significant decrease in Asp (- 36.6%) and an increase of Ala (+ 12.2%) (Table 35). Compared
to other studies using filamentous fungi [342,361], fermentation leads to similar AA profile
with around 45.0% of EAA, what means that different nitrogen concentration does not affect
clearly the AA profile of the fungal biomass. This also happens in biomass derived from SmF
(results and discussion section 4.3) of different agroindustry by-products. In consequence, it
can be stated that protein concentration in fungal biomass is dependent on the available

nitrogen in the medium, but AA profile maintains constant regardless of the substrate.

FA present in fermented FVS are, mainly, oleic (C18:1n-9) 31.2 + 2.1%, linoleic (C18:2n-6)
28.7 + 3.7%, palmitic (C16:0) 18.0 £ 1.2%, stearic (C18:0) 7.4 = 0.8% and behenic acid
(C22:0) 6.2 £ 1.9% (Table 36). Fermentation significantly increases C14:0, C18:1n-9, and total
MUFA proportion, and significantly decreases alpha-linolenic acid (C18:3n-3) and total PUFA

proportion.

Similar FA profile modification happens when fruit mixture is fermented by Rhizopus oryzae
(ROROO01) (results and discussion section 4.2), where there is an increase of C18:0, C18:1n-9
and total MUFA and, also, a production of gamma linolenic FA (C18:3n-6), a characteristic
FA of Rhizopus metabolism [370]. BSG fermentation with ROR004 (results and discussion
section 4.4) also leads to similar modifications, an increase of C18:0, C18:1n-9, and MUFA
proportion and a production of C18:3n-6. In that case, significant differences were also found
in saturated fatty acids (SFA) and C16:0 increasement by fermentation. However,
R.oligosporus fermentation of plum fruit [146] leads to an increase of SFA proportion but to
a reduction of MUFA and PUFA proportion. Although some differences can appear due to
substrate composition, fermentation time and strain, in general, Rhizopus sp. fermentation
always leads to similar modifications in the studied cases. However, total lipid content can
increase or decrease depending on the fermented product, as occurs with fruit mixture (results
and discussion section 4.2, Table 13) and BSG (results and discussion section 4.4, Table 25),
while fermented fruit increases its lipid content, fermented BSG’s content decreases.
Fermentation of FVVS does not increase significantly the lipid content in the resulting material
(Table 36).

Several medium and long-FA (14:1, 15:0, 15:1, 17:0, 17:1, 20:5n-3, 22:1, 22:5n-3 and

22:6n- 3) are not detected in any of the biomasses.
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Table 35. Protein (% DM), AA profile (% of total AA) and AA content (mg AA/g product DM) of the unfermented FVS (UFFVS), fermented FVS (FFVS),
Rhizopus ROR004 biomass grown in model substrate, fish meal (FM), soybean meal (SBM), barley, corn and wheat.

AA profile AA content

UFFVS FFVS  ROR004 FM SBM Barley Corn Wheat | UFFVS FFVS ROR004 FM SBM Barley Corn Wheat

His 23+04% 32:02° 24%05 24+04* 65+05° 51+06 178 12.8
lle 33+01* 41+01°> 55+13 4.1 45 35 3.4 37 [34+01° 82+02° 118+14 257 216 4.0 2.6 51
Leu 63+03 79+02" 8711 6.5+03* 16.0+05° 19.0+1.2 455 36.6

Lys 54+09 6.1+01* 58+08 75 6.1 3.6 3.0 27 |56+09° 124+03° 126+09 481 302 4.1 2.2 3.7
Met 06+02* 12+0.1> 13+04 28 14 1.6 2.1 15 | 06+028 24+03> 29%04 177 6.7 1.9 15 2.1

Cys 11+01% 14+01° 5772 09 15 22 2.2 25 | 11+£028 28+01° 122+738 2.4 1.6 3.4
Phe 41+04% 53+0.020 75%14 42+04% 107+2.0* 16.1+15 251 239
Tyr 35+04* 50+08" 88+99 3.6+04* 101+1.6® 19.1+10.7

Thr 43+022 56+00° 6.1+12 41 39 3.3 3.6 27 | 44+£03* 113+01° 133+14 264 185 37 2.7 3.7
Val 47+01* 58+032 44+46 49 47 4.9 4.8 43 | 48+01* 11.7+05> 96+50 303 227 55 3.6 6.0

EAA 354+04% 457+1.8% 56.2%6.5 36.7+0.4% 92.1+3.6° 121.7+7.1 236.6 170.0

Arg 86+18 63+00* 56+13 59 7.2 4.9 45 51 [ 89+1.9° 126+00° 122+14 55 3.3 7.0
Asp 19.4+1.2° 123+0.5* 10.0+2.3 202+1.3% 248+1.0° 21.6+25

Ser 71+13* 6.6+03 5010 74+27% 132+0.6° 108x1.1

Glu 134+1.3* 125+06% 85=%11 139+1.3* 252+1.1°> 184+1.1

Gly 51+£09 58+01* 53%00 53+09* 11.8+0.2® 11.4+0.0

Ala 49+022 55+04> 53+06 51+02* 11.2+0.7° 11.6+0.7

Pro 6.1+04* 53%01* 41+03 6.3+0.4% 10.6+0.3* 9.0+0.3

Protein 10.4+2.1% 202+17° 21.7+19 662 472 113 73 138

Data related to feed ingredients are obtained from [345,348,349] for fish meal and soybean meal, from [376] for barley, from [377] for corn and from [378] for wheat; same letter in the same row mean no significant difference

between the mean at 95% confidence; values are expressed as means + SD (n=2).
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Table 36. FA profile (% of total FA) of unfermented FVS (UFFVS) and fermented FVS (FFVS),
fish meal (FM), soybean meal (SBM), barley, corn and wheat.

FA UFFVS FFVS FM SBM Barley Corn Wheat
14:0 08+02* 16+0.0° 50 0.2

16:0 18.7+15% 180+1.2* 154 110 23.0 11.0 19.0
16:1 05+0.1* 13+04* 69 02

18:0 50012 7408 26 40 20 15

18:1n-9 18.4+1.4% 31.2+21° 147 220 130 270 190
18.2n-6 37.7+3.0* 28.7+£3.7% 10 540 56.0 56.0 50.0

18:3n-6 BL 1.0+0.3

18:3n-3 93+19° 25+1.0* 0 8.0 6.0 1.0 45
20:0 08+0.1* 0.7+0.1* 47.1* 0.4*

20:1n-9 0.3+0.0* 05+0.1°

22:0 74+24 62+19°

24:0 1.0+0.1* 0.9=*0.6%

SFA 33.8+0.7% 349+0.22

MUFA 19.1+1.6% 33.0+26"
PUFA 47.0+ 15 32.2+247
Total lipids 3.8+0.0* 5.0+06* 95 1.9 1.7 33 20

BL: Below detection limit; data related to feed ingredients are obtained from [348,349] for fish meal and soybean meal, from [376] for barley,

from [377] for corn and from [378] for wheat; same letter in the same row mean no significant difference between the mean at 95% confidence;

values are expressed as means + SD (unfermented FVS n=3, fermented FV n=2). * these values correspond to FA >C:20.

4.3 Effect of vegetables on SmF
The fruit and vegetable leachate (FVL) composition is 46.5 + 3.6% sugars and 0.14% nitrogen
with a pH of 5.6. These values are in the range of the model developed previously (results and
discussion section 4.3), except for nitrogen concentration. As observed in Table 37 FVL
fermentation leads to 5.5 £ 1.1 and 10.6 £+ 1.4 g DM biomass/l after 4 and 7 days of
fermentation respectively. Higher biomass production has been reported by SmF of Rhizopus
(up to 38.7 and 65.5 g/l), but in those cases lower protein proportion is obtained in the
biomasses [334,335]. Other authors otherwise, found similar biomass production values from
apple pomace sludge [182] by shake flask fermentation or lower from citrus wastes free sugars
[203] in airlift reactor. FVL fermentation leads to 36.3 + 1.6 and 31.1 + 1.1% of protein after
4 and 7 days of fermentation respectively (Table 37). As reported previously [105], long

incubation time increases biomass formation but reduces protein content. Protein content could
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be slightly increased by decreasing the fungal biomass concentration due to higher initial

fungal cell activity and consequently higher protein synthesis in the young cell mass.

Table 37. Model validation in SmF for biomass production (g DM/1), protein (% DM),
biomass yield (g DM/g consumed glucose) and glucose consumption (%) with ROR004.

Exp Biomass Protein Biomass yield Glucose consumption
Pre Obs Pre Obs Pre Obs Pre Obs

1 64 55+11 243 363+16 025 0.13+0.03 459 945+0.6

2 119 106+14 331 311+11 045 0.24+0.03 362 97.0+2.6

Pre: predicted; obs: observed; values are expressed as means + SD (n=3, strain ROR004).

Results of two fermentation processes with FVL are compared to the predictions obtained by
the model developed for SmF with R. oryzae (results and discussion section 4.3). Biomass
production agree with the predicted parameters (Table 37), confirming this model as a valid
instrument to predict the effects of fermentation variables in biomass production from food-
derived by-products fermentation. In the other hand, glucose consumption and protein
production are higher than predicted and, in consequence, biomass yield (g biomass/g
consumed glucose) is lower than expected (Table 37). Similar situation is observed when
orange molasses is the fermentation substrate (results and discussion section 4.3). Our
observations confirm that, when nitrogen is low in the medium, the model predicts a lower
glucose consumption and, therefore, a higher biomass yield. Consideration of SmF as
decontaminant strategy, feasible predictions of glucose consumption and COD reduction are
required, and, at this moment, the model developed needs to be adjusted when FVVL and other

low-nitrogen content by-products are used.

The biomasses obtained in the studied by-product achieve lower protein concentration
(Table 37) and in consequence lower protein yield compared to optimal conditions in synthetic
medium (results and discussion section 4.3). In order to increase protein yield, FVL could be
supplemented or combined with higher nitrogen content by-products, providing lower C:N
ratios [306].
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COD reduction of the
leachate  have three
phases; an initial phase
with low reduction (first
2 days), an intermediate
when the reduction per
hour is maximal and final
phase, archiving a
maximal COD reduction
around 70% after 7 days
(Figure 47). Comparing
with  other published
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Figure 47. Reducing sugars (g/l) and COD reduction (%) during
SmF of FVL. Error bars represent SD (n=3).

results, where COD reduction ranges from 42% to 90% [105,155,270], hereby-present COD

reduction is significative,
depending on substrate,
fermentation  conditions
and the microorganism
used.

Refereeing to the
antioxidant capacity, TPC
and TEAC of liquid
fraction are significantly
lower after fermentation,
both after 96 or 168 hours
(Figure 48), demonstrating
that the fungal growth

but have to be considered that COD reductions are different
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Figure 48. TEAC (mg Trolox equivalent/ml) and TPC (mg
GAE/ml) of FVL during SmF(n=3).

removes these compounds from the growth medium, probably for their own use.

4.4 Characterization of fungal biomass obtained by SmF

The nutritional value and

utility of fungal biomass depends on the nutrient content and

composition. Therefore, obtained biomass after 7 days of fermentation has been characterized

for AA and FA profile. The protein of fungal biomass grown in FVL is composed mainly by
Glu (12.8 + 0.5%), Asp (10.0 + 0.7%), Lys (7.7 £ 0.1%), Leu (7.7 £ 0.5%), Arg (7.6 = 1.5%)
and Gly (7.0 = 2.7%) (Table 38). This profile is similar to the one obtained after grown
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Rhizopus in other mediums (synthetic medium, cheese whey and orange molasses, results and
discussion section 4.3) or vinasse [162], with small modifications. Thus, the beneficial AA

profile will be guaranteed within medium modifications.

FA profile of biomass is dominated by C18:1 (29.7 = 6.5%), C18:0 (19.9 * 8.4%), C18:2n-6
(16.3 £ 3.2%), C16:0 (16.1 + 4.0%) and C18:3n-6 (9.2 £ 3.8%) (Table 39). Compared to
biomass grown in synthetic medium (results and discussion section 4.3), FVVL promote higher
SFA (42.0 = 3.0%) and PUFA (27.1 + 8.8%) proportion and lower MUFA proportion
(30.9 £ 5.89%). C18:3n-6 goes up to 9.2 + 3.8% of the profile of the biomass grown in FVL.
This FA of the m-6 series has been related to anti-inflammatory effects and is the precursors
of DGLA (Dihomo-gamma-linolenic acid C20:3-n6) [343].

Table 38 AA profile (% of total AA) and AA content (mg AA/g product) of the fungal biomass

grown in FVL (30 °C, 168 h). and fish meal (FM), soybean meal (SBM), barley, corn and
wheat.

AA AA profile AA content
FVL FVL FM SBM Barley Corn Wheat

His 3.1+£00 | 98+x0.1 178 128
lle 43+03 | 134+10 257 216 40 26 51
Leu 7.7+05 | 239+16 455 36.6
Lys 77+01 | 240+£02 481 302 41 22 37
Met 07+06 | 21+18 17.7 6.7 19 15 21
Cys BL BL 24 16 34
Phe 55+£03 | 17.2+1.0 251 239
Tyr 47+02 | 147+£07
Thr 55+06 | 173+17 264 185 37 27 37
Val 6.0+03 | 186+08 303 227 55 36 6.0
EAA 453+15 |1409+4.7 236.6 173.0
EAAI 1.4+0.1
Arg 76+15 | 23.8+4.7 55 33 70
Asp 10.0+0.7 | 31.2+21
Ser 58+0.3 | 18.2+0.9
Glu 128+05| 39.7+15
Gly 7.0+£27 | 21.9+85
Ala 6.4+05 | 19.8+1.7
Pro 51+12 | 159+37
NEAA 547+15 (1704 +4.7

BL: below detection limit; 1: based on [197]; data related to feed ingredients are obtained from [345] for fish meal and soybean meal, from [376]
for barley, from [377] for corn and from [378] for wheat; same letter in the same row mean no significant difference between the mean at 95%

confidence; values are expressed as means + SD (n=2).
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At this moment, further experiments are required to determine which are the main
technological parameters to improve FA profile of Rhizopus sp. biomass, in order to enhance
the interesting ones [308]. From our experiments, we can conclude that FVL has lower pH and
lower nitrogen concentration than synthetic medium (results and discussion section 4.3), and
these factors during microorganism cultivation can cause desaturation of membrane fatty
acids, which enhanced membrane fluidity [344]. Changes in membrane fluidity would affect
the FA composition, but this hypothesis has to be demonstrated. Several medium and long-FA
(14:1, 15:0, 15:1, 17:0, 17:1, 20:5n-3, 22:1, 22:5n-3 and 22:6n- 3) are not detected in any of
the biomasses.

Table 39. FA profile (% of total FA) of Rhizopus biomass grown in FVL (30 °C, 192 h), fish
meal (FM), soybean meal (SBM), barley, corn and wheat and FA content
(mg/g fungal biomass) of fungal biomass.

FVL biomass
FA - FM SBM Barley Corn Wheat
FA profile FA content
14:0 06+04 036+03 50 0.2
16:0 16.1+4.0 99+25 154 11 23 11 19
16:1 09+0.7 058+04 69 0.2
18:0 199484 122+52 26 4.0 20 15
18:1 29.7+65 183+4.0 147 220 130 270 190
18.2n-6 16.3+3.2 10.0+20 1.0 540 56.0 56.0 50.0
18:3n-6 9.2+38 57124
18:3n-3 15+18 09+11 0 8.0 6.0 1.0 45
20:0 11+01 07+£02 47.1* 04*
20:1n-9 02+£00 0.2%00
22:0 11+01 07+01
24:0 32+13 19+038
SFA 420+30 258+18
MUFA 309+58 19.0+35
PUFA 27.1+88 16.6+5.4
Total 6.1+3.8 95 19 1.7 33 20

Data related to feed ingredients are obtained from [348,349] for fish meal and soybean meal, from [376] for barley, from [377] for corn and from

[378] for wheat; same letter in the same row mean no significant difference between the mean at 95% confidence; values are expressed as means
+ SD (n=2). * these values correspond to FA >C:20.

4.5 Evaluation as animal feed
Fermented FVS has a similar AA profile compared to soybean meal and fish meal except for
sulfur AA and better profile compared to cereals (Table 35). However, in order to assess the

AA composition of the potential new feed the total amount of each AA in the final product
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must be compared. Fermented FVS has a protein content of 20.2%, quite lower than soybean
meal (47.2%,) and fish meal (66.2%) (Table 35), in consequence, it has lower quantity of each
EAA compared to these protein sources. On the contrary, cereals present lower protein content
(7.3, 11.3 and 13.8% in corn, barley and wheat respectively) and in general also lower quality
AA profile, therefore, obtained fermented FVS presents higher quantity of each EAA

compared to cereals (Table 35).

AA content (mg/g fungal biomass) of the fungal biomass (Table 38) is comparable to soybean
meal with lower values regarding to sulfur AA. Previous studies also showed limitations of
sulfur AA production in Zygomycetes biomass, and therefore, feed should be supplemented in
those AA [162,270]. Fish meal has higher total EAA, due to its high-quality profile and high
protein content. Compared to cereals, except for Met, Rhizopus has higher quantity of EAA
(Table 38). Rhizopus biomass protein content (31.1 £ 1.1%, Table 37) is lower than fish meal
and soybean meal (Table 35). In general, the EAAI of Rhizopus biomass is 1.4 for human
consumption purposes (Table 38), what means that it fulfills human protein profile

requirements.

Protein recommendations vary depending on the breed and objective of the breeding of the
animal, sex, physiological stage... In general, the recommended values for both ruminants and
monogastric are around 13-18%, although it can be higher in calves (up to 30%) [29,36,45].
In aquaculture most herbivorous and omnivorous fish required 25-35% protein in their diet,

while carnivores required higher levels ranging from 40-55% of the diet [33].

Lipids provide palatability and energy value to the formulation of feed. Compared to other
feed ingredients (Table 36), fermented FVS has higher lipid content than soybean meal, barley,
corn and wheat and lower than fish meal. FA profiles are also quite different, while fermented
FVS has higher C18:1 and lower C18:2 than soybean meal, barley, wheat and corn, it has
higher C18:1, C18:2 and C18:3 and lower proportion of C > 20 than fish meal, that represent
the 47.1% of total fish meal lipids (Table 36). In general, obtained product could add higher
nutritional value regarding to lipid content and FA profile compared to soybean meal, corn,
wheat and barley, but FA profile is not as good as fish meal due to the lack of essential highly
unsaturated fatty acids (HUFA).

Fungal biomass grown in FVL presents lower fat content (6.1%) than fish meal (9.5%) and
higher than soybean meal (1.9%), barley (1.7%), corn (3.3%) and wheat (2.0%) (Table 39).

Fungal biomass FA profile quality is higher than cereals and soybean meal but lower compared
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to fish meal. As happens with fermented FVS, obtained biomass could add higher nutritional

value compared to soybean meal and cereals, but FA profile is not as good as fish meal profile.

Freshwater fish can convert C18 PUFA to C20 or C22 HUFA by elongation and desaturation
reactions, and, hence their essential fatty acids (EFA) requirements are met by PUFA (18:3n- 3
and 18:2n-6) [346]. Marine fish, otherwise, cannot perform [42] or have limited capability [43]
for such conversion; therefore they have to take from the diet. SmF by Rhizopus could be an
interesting process for high-quality alternative protein source. Several papers describe the use
of Rhizopus biomass cultivated in spent liquor in fish feed [198,347] with positive preliminary
results, presenting Zygomycetes biomass as an alternative to the large quantities of fish meal
consumed within fish aquaculture. Nutritional requirements regarding to FA profile for cattle,
dairy, swine and poultry are not specific, and just minimums of C18:2n-6, > 0.1% in swine
and around 1.1% in poultry are required due to its benefits in clutch size and egg mass [30,31].
Obtained products provide 1.4 and 1% of C18:2n-6 in fermented FVS and FVL fungal biomass
respectively. To best of our knowledge, no farm trail has been done with Rhizopus biomasses
in this species. In general, obtained product has low reducing sugar content (Table 34) which
could be a positive effect regarding to ruminant feed formulas. Non-fibrous carbohydrates
(NFC) are composed by starch, pectin and sugars and are the main energy source of ruminant
bacteria. However, its high fermentability can be a cause of acidosis and tympany diseases in
ruminant [36,45]. In addition, fermented FVS also presents high TPC content (Table 34); there
are several strategies of using polyphenol containing diets in ruminants to improve animal
well-being and also as strategy for producing meat and milk with antioxidant properties [363-
365].

Along the paper, authors present an integral strategy for FVd valorization based on
fermentation technologies and evaluating their suitability as animal feed, reporting the first FA
and AA profile in fermented FVd using Rhizopus sp. Results show the combination of SSF
and SmF as a promising alternative to revalorize these discards as valuable ingredient for feed
and food applications.

5 Conclusions

Compared to the original FVd, the combination of SSF and SmF generates fermented products
with high protein content and improved composition. SSF of FVS generates a biomass rich in
EAA (20.2 £ 1.7% protein and 45.7 =+ 1.8% EEA), with significant MUFA proportion
(33.0 £ 2.6%) and high TPC (8.9 £ 1.5 mg/g DM) in the final extracts with antioxidant activity,
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what makes SSF a promising alternative to revalorize this agro-industrial by-product as
valuable ingredient for feed applications and as alternative to soybean meal and cereals. SmF
of liquid fraction also leads to a fungal biomass rich in protein (31.1 £ 1.1%) and EAA profile
(45.3 £ 1.5%) comparable to soybean meal. The remaining liquid COD is 70% lower than the
initial one, what makes it an interesting technique for environmental impact reduction of
wastewaters. Hereby presented results demonstrate that, overall, fungal fermentation, both
solid and liquid, is a successful strategy for F\Vd valorization in order to produce valuable and

sustainable alternative protein sources for animal feed formulations.

174



Resultados y discusion apartado 4.6

4.6: Pruebas preliminares de escalado y viabilidad
técnico-economica del proceso de fermentacion en
estado solido
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4.7: Extraccion proteica y sus hidrolizados a partir de
la biomasa de Rhizopus sp.
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Extraccidn proteica y sus hidrolizados a partir de la biomasa de Rhizopus sp.

Ademas del papel nutricional, las proteinas son responsables de varias propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de los alimentos y pueden actuar como ingredientes funcionales
[389]. Muchas de las propiedades fisiolégicas y funcionales de las proteinas se atribuyen a
péptidos bioldgicamente activos que dependen de la secuencia nativa [209]. Estos péptidos

tienen un tamarfio de entre 2 a 20 AA y pesos moleculares menores de 6000 Da [208].

Una de las estrategias para la obtencion de compuestos de interés de la biomasa de
Rhizopus sp. podria ser la extraccién de la proteina (30-60%) y su posterior hidrélisis
enzimatica para la liberacidn de posibles péptidos bioactivos [215,390]. Al mismo tiempo,
estos procesos aumentan el GH proteico y, por lo tanto, su biodisponibilidad y digestibilidad.
De esta manera, obtendriamos un extracto con alto contenido proteico, alto GH y con posible
bioactividad, ademas de un pellet con compuestos de interés para su extraccion y purificacion

de la pared celular del hongo.

El objetivo de este apartado es explicar los trabajos desarrollados para explorar el proceso de
extraccién e hidrdlisis de la proteina de la biomasa fangica con el objetivo de obtener
hidrolizados proteicos con actividad antioxidante, antimicrobiana y mejorar la
biodisponibilidad de AA. Para ello evaluamos tres procesos de extraccion de la proteina,
valoramos la hidrolisis con pancreatina y evaluamos sus resultados. Hasta donde conocemos,
es el primer trabajo de obtencién de hidrolizados proteicos realizado en biomasa de

Zygomycetes.

1  Extraccion proteica

Las biomasas utilizadas para las determinaciones presentadas en este apartado son diversas.
Por un lado, se utiliza la biomasa de ROR004 (apartado 4.3 de resultados y discusion, Tabla
19, condicion 10) para el método A y la biomasa de ROR003 (apartado 4.3 de resultados y
discusién, Tabla 19, condicion 8) para el método B y C en la seleccién del proceso de

extraccion.

Por otro lado, se utilizan las biomasas obtenidas en las fermentaciones de melaza de naranja
(apartado 4.3 de resultados y discusién, Tabla 19, condicion 15), lactosuero (apartado 4.3 de
resultados y discusién, Tabla 19, condicién 12) y lixiviado de frutas y verduras (apartado 4.5

de resultados y discusion, Tabla 37, condicidn 2).

Los resultados de las extracciones de proteina de los métodos A, B y C presentan unos

porcentajes de extraccion de 21,0 + 3,0, 43,1 y 25,8% respectivamente. De los resultados
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obtenidos es el método B el que presenta un mayor porcentaje de extraccion debido a las 2
etapas consecutivas de extraccidn, que parecen ser necesarias para incrementar la misma.
Connolly et al. [286] recuperaron entre el 15y 59% de la proteina del bagazo mientras que

Safi et al. [287] recuperaron entre el 41 'y 90%.

Para conocer mejor el proceso de extraccion y las pérdidas de proteina asociadas a cada
proceso se realizo un balance de masas de los procesos B (Figura 60) y C (Figura 61). El
porcentaje de extraccion es mayor en el método de extraccion B en comparacién con el
método C, donde hay una gran pérdida (33%) en el sobrenadante final y solo se extrae un
25,8%. EI método B es el de mayor extraccion proteica con un 43,1%, y solo un 12,7% de
pérdidas en el sobrenadante final (Figura 60). También existen perdidas en el extracto acuoso
(11,0%). El porcentaje de 33% de perdida restante puede estar asociado a la falta de extraccion
total de la biomasa quedando ese porcentaje en el pellet o material insoluble en medio alcalino
(AIM, alkali insoluble material). Zamani et al. [283] determinaron un 4,9% de proteina en el
AIM. En caso de obtener un producto final de interés deberia de optimizarse el proceso de
extraccion, realizando alguna etapa de extraccion mas y precipitando las proteinas del extracto

acuoso.

Biomasa (50 g

6.96 ¢ biomasa seca

16.69 % proteina ES
1.16 g proteina

Extracto acuoso ;'; 1:5 /¥) agua
0,51 g proteina’l : Homogenizacion
0,13 g proteina i 11 agitacion magnética
11,0 % pérdidas b T* ambieate
Sobrenadante 1 1a extraccién
2,35 g proteina/l -NaOH 0,1 M (1:5.3 piv)
0.54 g proteina -1h.50°C
Sobrenadante 2 2a extraccién : \{atm;;lsl;txble @
0,60 g proteina/l NaOHOIM (153 pv) [ %0 "
0,19 g proteina 11, 50°C i medio alcalino (AIM)

-Quitosano

Sobrenadante
0,26 g proteina/l
0,15 g proteina
-12.7 % pérdidas

Precipitacion proteica
HCL4MpH3 8 e
Agitacién 10 minutos t

!

™ Tetractonrnteine )
Extracto proteico

13 4 g proteinall

0.5 g proteina
\ 43.1 % extraccién )

Figura 60. Balance de masas del proceso de extraccion proteico B. Las pérdidas aparecen
como cuadrados en linea discontinua.
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Biomasa (30 g)
4.2 g biomasa seca
16,69 % proteina
0,70 g proteina

1:5 /v) agua (pH

12)

Ultrasonidos

Sobrenadante 1 1a extraccién
1.28 g proteina/l NaOH 0.1 M (1:5.3 pi)
0.2 g proteina -1k, 50°C
Sobrenadante 2 2a extraccién : Man ‘;e“eltbl
2,17 g proteinal NaOHO1M (153 pv) [ E’u;:‘ ak‘;;;ﬂ“ (:L\T)
0.22 g proteina 1h,50°C H
\ -Quitosano
Precipitacién proteica i W
HCL 4 MpH38 e G ;fg‘;"{):;
Agitacién 10 minutos i e
s 33,7 % pérdidas
(e S D
Extracto proteico
9,72 g proteina/l
0,18 g proteina

\ 25,8 % extraccion J

Figura 61. Balance de masas del proceso de extraccion proteico C. Las péerdidas aparecen
como cuadrados en linea discontinua.

Los procesos de extraccion proteica de las biomasas obtenidas tras la fermentacion de melaza
de naranja, lactosuero y lixiviado de frutas y verduras presentan unos porcentajes de extraccion
de 39,4, 89,4 y 59,5% respectivamente.

2 Obtencion y caracterizacion de hidrolizados

El grado de hidrélisis de los

80

extractos proteicos es mayor N o
cuando la biomasa ha crecido en | geriee @0
60
. 000 =
medio sintético (76,5 +0,9%) vy S 5 J—
lactosuero (77,2 + 0,4%) en .2z P Sl
B . =40 g -
comparacion con la biomasa 5 ; el Sintético
. .= 30 [
crecida en melaza de naranja 2 ; ,;' —e— Lactosuero
L £ 20 [
(46,3 £ 0,7%) y lixiviado de frutas © : — & — Melaza
10 @
y verduras (51,4 * 0,6%) { -=¢--FVL
. 0
(Figura 62). En general, Ila 0 50 100 150 200 250

hidrdlisis ocurre en su mayoria en
los primeros 30 minutos tras
afiadir la proteasa (Figura 62), por

lo que los procesos de hidrolisis
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Resultados y discusién apartado 4.7

podrian acortarse. En los primeros 30 minutos se obtienen grados de hidrélisis de alrededor
del 60% en los extractos proteicos de las biomasas obtenidas en medio sintético y lactosuero
y del 30% en extractos proteicos de las biomasas obtenidas en melaza de naranja y frutas y

verduras.

Se observa un cambio en el perfil de

pesos moleculares de los hidrolizados
con respecto al perfil del extracto a
tiempo 0 (Figura 63, Figura 64,
Figura 65). La biomasa obtenida en
medio  sintético  sin  hidrolizar

corresponde a péptidos con un peso

molecular superior a 120 kDa, y ligeros

picos en péptidos con, Figura 63. Perfil de pesos moleculares del

. hidrolizado proteico de la cepa ROR004 tras la
aproximadamente, 15 kDa, 2 kDa Y fermentacién en medio sintético.

menores a 1 kDa (Figura 63).

Cuando se hidroliza durante 30 minutos, el primer pico cromatografico significativo se obtiene
con un tiempo de retencion de 8,96 minutos, que corresponde a un peso molecular de
aproximadamente 1,8 kDa, y otros picos caracteristicos a 226 Da y 15 Da respectivamente,
demostrando una hidrélisis muy intensa. Mayores tiempos de hidr6lisis generan hidrolizados
con un perfil de pesos moleculares similar, confirmando que aumentar el tiempo de hidrolisis

no hace que los perfiles moleculares cambien (Figura 63).

En el caso de la melaza de naranja, la biomasa sin hidrolizar presenta un perfil similar y el

tiempo de hidrolisis tampoco tiene un

efecto en los perfiles moleculares hasta
pasadas 4 horas. El primer pico en los
extractos hidrolizados corresponde a un
peso molecular de 1,8 kDa y otros picos
caracteristicos aparecen a 338, 170y 19

Da (Figura 64). Se observa la misma

tendencia en los hidrolizados obtenidos : : I } b B iR i

de la biomasa del hongo obtenida en el - Figura 64. Perfil de pesos moleculares del
lixiviado de frutas y verduras hidrolizado proteico de la cepa ROR004 tras la

. . . fermentacion en melaza de naranja.
(Figura 65). El primer pico del )
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hidrolizado (tiempo de retencion de 9 minutos) corresponde a péptidos de 1,6 kDa. Otros picos

caracteristicos se obtienen a tiempos de retencién de 10,8 y 13,5 minutos, que corresponden a

péptidos con 284 Day 20 Da respectivamente.

La proteina extraida e hidrolizada seria
mas digerible que la proteina bruta de la
biomasa fangica, lo que resultaria en una
biomasa de mayor valor para las dietas
animales debido a una proteina mas
metabolizable o digestible [45]. Estudios
posteriores permitiran confirmar si la
biomasa obtenida tiene una mejor

absorcion en modelos animales.

Sin embargo, la parte sélida restante de la

biomasa fungica debe ser utilizada para la

—— 0 min

[i —— 240 min

Figura 65. Perfil de pesos moleculares del
hidrolizado proteico de la cepa ROR004 tras la
fermentacién en lixiviado de frutas y verduras.

extraccién de otros compuestos [177], como la fraccidn lipidica y el quitosano [83], y obtener

asi un proceso de biorrefineria completo. Los hidrolizados de proteinas no muestran actividad

antibacteriana ni antioxidante (resultados no mostrados), como un indicador preliminar de que

estas fracciones no modificarian la microflora del rumen.

El proceso de extraccion para esta biomasa permite recuperar el 43% de la proteina presente

en la biomasa inicial. El balance de masas de los procesos muestra que gran parte de la proteina

se pierde en las fases intermedias del proceso, asi como la mayoria de otros compuestos de

interés. La posterior hidrdlisis de la proteina extraida aumenta el grado de hidrélisis hasta un

30-60% en las biomasas estudiadas en los primeros 30 minutos de proceso, generando péptidos

con pesos moleculares menores a 1,9 kDa. Los hidrolizados generados difieren poco en

biomasas crecidas en diferentes sustratos.
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Discusion general

Los procesos desarrollados a lo largo de esta tesis pueden clasificarse en dos grupos, por un
lado, los procesos de fermentacion sumergida (SmF) los cuales se utilizan para la valorizacién
de subproductos liquidos y, por otro lado, los procesos de fermentacion en estado sélido (SSF),
utilizados para la valorizacion de subproductos solidos. A pesar de haber sido ampliamente
estudiados en literatura [119,125,391], ain no han sido implantados como procesos para la
valorizacion de subproductos alimentarios, ya sea por falta de investigacién, falta de proyectos
de demostracion o de estudios técnico-econdmicos que realmente puedan ir disipando las

incertidumbres acerca del escalado de estos procesos.

1  Los procesos de fermentacion sumergida

Los apartados 4.1, 4.3 y 4.7 de resultados y discusién muestran las posibles aplicaciones de
los hongos del género Rhizopus en la SmF para la produccion de acidos organicos, proteina
fangica (FBP) y quitosano y su aplicabilidad para el tratamiento simultdneo de subproductos
liquidos (consumo de azUcares y disminucién de DQO). Las cepas estudiadas han demostrado
una buena produccion de acido fumarico y FBP, aunque esto no ha sido posible en procesos
simultaneos. Si comparamos los resultados de &cido fumarico producidos en el apartado 4.1
con los obtenidos en el apartado 4.3, las productividades de &cido fumarico (g de acido
fumarico/g de glucosa consumida) obtenidas en el primer apartado son bastante mas altas
(0,71 £ 0,05 para ROR004; 0,63 + 0,12 para ROR004 A; 0,54 + 0,06 para ROR004 B y
0,54 + 0,08 para ROR004 O). Teniendo en cuenta que el rendimiento teérico maximo en una
situacion de no crecimiento es de 2 moles de acido fuméarico por mol de glucosa consumida
[298], el rendimiento méaximo (1,1 mol de fumarico/mol de glucosa) obtenido en el apartado
4.1 es mucho mayor que el obtenido en el apartado 4.3 de resultados y discusion (0,12 mol de
fumarico/mol de glucosa). Estos efectos son, probablemente, debido a que el medio del
apartado 4.1 tiene un mayor contenido de glucosa (80 g de glucosa/l), un agente neutralizante
(CaCOs) y no tiene nitrdgeno adicional. La producciéon de quitosano en las condiciones

estudiadas en esta tesis, sin embargo, ha sido menor que en otros estudios [83,392].

La imposibilidad de realizar un proceso conjunto de produccién de &cidos organicos y FBP, el
mayor grado de avance de investigacién respecto a la produccion de acidos organicos por parte
del género Rhizopus en literatura [330,393], la menor produccién de quitosano en la cepa
estudiada y la urgente necesidad de obtencién de fuentes alternativas de proteina [160,194] ha

llevado a centrar los esfuerzos de la linea de SmF en la produccion de FBP.
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Los procesos de SmF como estrategia de valorizacion de subproductos de la industria
alimentaria se han aplicado a la valorizacién de melazas de naranja, lactosuero y lixiviados de
frutas y verduras con una disminucion de la DQO entre un 50-70 %. El lactosuero genera cierta
inhibicion en el crecimiento de Rhizopus oryzae, incluso diluyéndolo y con adicién de
nutrientes, lo que causa una disminucién del rendimiento de FPB. La melaza de naranja y el
lixiviado de frutas y verduras en cambio, se presentan como sustratos prometedores para el
crecimiento del hongo, aun sin adicion de nutrientes. Resumiendo los datos obtenidos
mediante SmF de sustratos reales (sin contar el lactosuero por los problemas de inhibicién que
ya se han comentado), podemos ver que la biomasa obtenida va desde los 11,9g/l obtenidos
con melaza "dopada con nitrégeno" tras cinco dias (Figura 41a, condicion 15) hasta los 5,5 g/l
tras 4 dias para lixiviado de frutas y verduras (Tabla 37) y que la concentracion de proteina se
encuentra entre el 32-39% en la biomasa obtenida tras la fermentacion de la melaza
(Figura 41b, condicion 14-16) y entre el 31-36% en la biomasa obtenida tras la fermentacion
del lixiviado de frutas y verduras (Tabla 37). Parece evidente que, en condiciones optimizadas,
con una fuente extra de nitrégeno en el caso de la melaza de naranja, la produccion de biomasa
aumenta, obteniéndose rendimientos proteicos (g proteina/l de melaza) superiores a los
obtenidos en subproductos del mismo origen [203] lo que genera una mayor rentabilidad del

proceso de fermentacion.

Otro aspecto destacable es que el modelo desarrollado en esta tesis para predecir el
comportamiento de Rhizopus durante la SmF es aplicable a diferentes sustratos reales crecidos
en diferentes tiempos y condiciones, lo que ayudara a disefiar procesos mas eficientes. Este
modelo se ha puesto a prueba en el apartado 4.3 y en el 4.5 con resultados muy prometedores.

Las biomasas de Rhizopus obtenidas presentan una concentracion estable de AA, incluso en el
caso de la biomasa obtenida mediante SSF, aunque esta Gltima presenta un porcentaje total
mayor de EAA que la biomasa obtenida en SmF de medio sintético (Tabla 51). En condiciones
Optimas presentan unos contenidos de aminoacidos esenciales (mg AA/g biomasa) similares
al de la harina de soja (apartado 4.3, Tabla 23), excepto en los AA azufrados, y con un
contenido y perfil graso mejorado, de modo que podrian utilizarse como fuente alternativa de

materia prima para piensos o incluso en alimentacion humana.
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Tabla 51. Perfil de aminoacidos (% total AA) de la biomasa de ROR004 obtenida mediante
SSF de frutas y verduras (apartado 4.5) y mediante SmF de medio sintético y melaza de

naranja (ambos del apartado 4.3) y lixiviado de frutas y verduras (apartado 4.5).

SSF SmF

AA Fruta'y Medio Melazade  Lixiviado frutasy

Verdura sintético naranja verduras
His 2,4 £0,52 20+£15% 2,8+£0,32 3,1£0,0?
Thr 6,1+1,22 54 £0,6% 51+0,1° 55+£0,6%
Val 44 + 4,62 6,1 +0,6% 590,22 6,0 £0,3?
Met 1,3+0,42 0,4 £0,52 0,4 £0,5? 0,7 £0,6?
Lys 5,8 +0,8? 7,1+2,0° 8,0+ 0,72 7,7+0,1°
lle 55+1,3 3,8+0,62 4,4+0,28 43+0,32
Leu 8,7+1,1° 8,3+1,5% 7,6 £0,52 7,7+0,52
Phe 75+£1,48 4,2 £0,4° 4,7 £0,22 55+£0,3?
Cys 5,7+7,.28 <LD <LD <LD
Tyr 8,8 +9,9? 3,6 +0,1° 4,0 £ 0,42 4,7 £0,2°
EAA 56,2 + 6,5° 40,9+ 2,52 43,0+ 0,1%® 453 +1,5%
Arg 56+1,3° 7,7+1,48 7,0£0,52 7,6 £1,5%
Ala 53+0,6? 9,7 £4,0° 79+142 6,4 £0,52
Pro 4,1+0,3? 52+ 1,4% 57+0,7° 51+1,2¢8
Asp 10,0+ 2,32 9,7+0,1° 105+1,18 10,0 £ 0,78
Ser 50£1,0° 6,3+£0,9? 55+0,28 58+0,3?
Glu 85+1,1° 13,1+ 0,12 13,5+ 0,52 12,8 + 0,52
Gly 5,3+0,0? 74 +23° 71+£2,8¢° 70£2,78
NEAA 43,8 + 6,52 59,1+252 57,0+ 0,1%® 54,7 +1,5%

LD: limite de deteccién; misma letra en la misma fila significa que no hay diferencias estadisticamente significativas al 95% de nivel de confianza;

los valores se expresan como el valor medio + DE (n=2).

Sin embargo, el perfil de AG de la biomasa ROR004 (apartado 4.1, Tabla 11; apartado 4.3,
Tabla 24; apartado 4.5, Tabla 39) varia en funcion del medio de fermentacién (Tabla 52). En
las condiciones estudiadas es dificil concluir que factores tienen mayor efecto en los perfiles
obtenidos, debido a que, por una parte, tenemos el factor del sistema de agitacion y por otro,
el medio de cultivo utilizado. Por un lado, podemos comparar el perfil de AG de la biomasa
en medio sintético, viendo sobre todo el efecto del modo de agitacién, con flujo de aire
(apartado 4.3, relacion C:N 3,4, 120 h, Tabla 24) y en matraz con agitacion (apartado 4.1 C:N
10,7, 72 h, Tabla 11). Esta comparativa resulta en una produccion significativamente mayor

de SFA y una menor produccion de MUFA en el matraz con agitacion, si bien no se ha
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encontrado entre la bibliografia una posible explicacion a este efecto. Es probable que esté
relacionado con un cambio en el metabolismo causado por diferentes tasas de oxigenacién o
por las propias fuerzas de agitacion.

Por otro lado, podemos comparar el efecto del medio del cultivo sobre el perfil de AG.
Comparando la biomasa crecida en melaza de naranja, medio sintético (apartado 4.3,
Tabla 24) y lixiviado de frutas y verduras (apartado 4.5, Tabla 39), los tres con aireacion
forzada, se observa que las biomasas obtenidas en melazas y lixiviados de frutas y verduras
producen significativamente mayores cantidades de PUFA que la biomasa en medio sintético
y una tendencia a la disminucién de MUFA (Tabla 52). La biomasa crecida en lixiviados de
frutas y verduras también contiene porcentajes significativamente mayores de SFA que la
biomasa crecida en medio sintético y melaza de naranja.

Tabla 52. Perfil de AG (% total AG) de la biomasa de ROR004 obtenida mediante SmF de

medio sintético con agitacién orbital (apartado 4.1) y aireacion forzada en medio sintético,
melaza de naranja (apartado 4.3) y lixiviado de frutas y verduras (apartado 4.5).

SmF agitacién orbital SmF aire forzado
AG Medio Melaza de Lixiviado de frutas y

Medio sintético sintético naranja verduras
14:00 0,5+0,02 0,4+0,28 0,5+0,0% 0,6 +0,42
15:0 <LD <LD 0,3+0,0 <LD
16:0 20,5+0,1° 16,4 + 1,5% 14,4 £ 0,18 16,1 + 4,0
16:1 <LD 1,0£0,1° 0,6 +0,12 0,9+0,7°
18:0 22,9+0,0° 7,4 +2,0° 11,4 +1,5% 19,9 + 8,4%
18:1 42,1+0,28 62,7 + 8,4° 39,0+1,42 29,7 £ 6,5
18:2n-6 6,7+0,12 7,6+1,3? 19,8 +0,1° 16,3 + 3,2°
18:3n-6 1,6 £0,12 2,1+2,9% 8,6 +0,3% 9,2+3,8°
18:3n-3 <LD 0,2+0,02 0,4+0,12 15+1,8°
20:00 1,3+0,0° 0,5+0,18 1,3+0,4° 1,1+0,1°
20:1n-9 0,4+0,0° 0,3+0,1%® 0,3+0,0® 0,2+0,02
22:0 1,1+0,0° 0,4+0,18 1,0+0,1° 1,1+0,1°
24:0 1,9+0,0 1,0+0,4° 2,2+0,12 32+1,3
SFA 48,2 +0,1° 26,1+ 4,22 31,2+2,2% 42,0 +3,0°
MUFA 43,4+0,28 64,0 + 8,4 40,0+ 1,52 30,9+5,8
PUFA 8,3 +0,1° 9,8 +4,28 28,8 +0,4° 27,1+8,8°
Total 17,9+0,1° 6,6 +0,4° 42+04° 6,1 +3,8

LD: limite de deteccién; misma letra en la misma fila significa que no hay diferencias estadisticamente significativas al 95% de nivel de confianza;

los valores se expresan como el valor medio + DE (medio sintético en agitacion orbital n=1, resto n=2).
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También hay que sefialar que todos los procesos fermentativos presentados a lo largo de la
tesis presentan una reduccion evidente de los azucares libres y, por tanto, de la DQO. De esta
manera, los procesos de SmF estudiados tendrian un efecto positivo en la reduccion de los
costes de tratamiento de estos subproductos liquidos, melazas de naranja y jugos de frutas y

verduras, que, a su vez, tendria un efecto positivo en la reduccion del impacto ambiental.

El apartado 4.7 ademas, abre la posibilidad de la extraccién de la proteina de las biomasas
obtenidas y de la aplicacién de proteasas con el objetivo de aumentar tanto el grado de
hidrélisis como de potenciar la produccién de péptidos de menores pesos moleculares,
presuponiendo una mejora en la biodisponibilidad de los mismos y, por lo tanto, una mayor
absorcién de esos AA. Hasta donde conocemos, es el primer trabajo de obtencion de

hidrolizados proteicos realizado en biomasa de Zygomycetes.

2  Lafermentacion en estado solido

Los apartados 4.2, 4.4 y 4.5 de resultados y discusion se centran en la SSF demostrando una
aplicacion exitosa en subproductos como el BSG y FVS. En Europa se generan
aproximadamente unos 7 y 12 millones de desperdicio anual de BSG vy frutas y verduras
respectivamente [47,49]. Esta situacion genera una necesidad apremiante para garantizar una
solucién econdmica y ambientalmente viable. El principal impedimento para el uso directo de
estos subproductos en alimentacién animal de calidad es el escaso valor nutricional que
presentan (bajo contenido en proteina en el caso de las frutas y verduras), alta humedad (75-
85% en ambos casos), baja digestibilidad o la presencia de posibles sustancias indeseables
como agentes antinutricionales [56,371]. En la actualidad, estabilizar (deshidratar) estos
productos con un gran contenido de humedad que, en definitiva, no alcanzan a competir
nutricionalmente con otras materias primas del sector como la soja o la harina de pescado,

hace inviable su uso de manera regulada y constante en el tiempo.

Sin embargo, la SSF proporciona mejoras en el perfil nutricional de los subproductos,
aumentando del contenido proteico (entre 1,5y 2 veces, Tabla 15, Tabla 25, Tabla 35), lo que

puede ser un claro factor de valorizacion de cara a su uso en alimentacion humana o animal.

Por otro lado, y a pesar de que la composicion en aminoécidos de la masa flngica es estable
(Tabla 51), y dado que el resultado de la SSF es la mezcla entre el sustrato y el micelio, el

contenido aminoacidico de los productos obtenidos depende de la biomasa de partida. En
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cualquier caso, se observa un incremento generalizado en el contenido de EAA, especialmente
en el caso de las FVS (Table 35, +30%).

Un caso similar se observa en la cantidad total y la composicion de los diferentes AG. La
fermentacién aumenta la cantidad total de lipidos presente en la biomasa de frutas y verduras
(Tabla 13, + 169% en frutas, Tabla 36, +32% para FVS), pero no en BSG (Table 25), donde
se observa una reduccidn del total de lipidos. Sin duda esto se debe a que el BSG tiene un nivel
de partida mucho mayor (11% de lipidos antes de fermentar) que las frutas (1,6 % de lipidos
en sustrato sin fermentar). El mismo efecto del sustrato inicial se observa en la proporcion de
los diferentes AG, si bien, en general, se observa una tendencia hacia una mayor proporcion
de MUFA y reduccion porcentual de PUFA (Tabla 17, Tabla 32, Tabla 36). Recordemos que,
como se ve en la Tabla 52, el C18:1 es el AG mayoritario en la masa fungica, por lo que es
normal que la proporcién de MUFA aumente. En todas las fermentaciones se observa la

aparicion de GLA, un AG caracteristico de la biomasa de Rhizopus [321].

3 Unasolucién integral

El apartado 4.5 de resultados y discusion ademas plantea una aplicacién integral de
valorizacion, combinando las tecnologias de SSF y SmF, de descartes de frutas y verduras.
Este grupo de alimentos supone la fraccion alimentaria con mayor porcentaje de descartes en
relacion a su produccién en Europa (Figura 7), ademas, presentan un contenido proteico bajo
(8- 10 % en ES) con un contenido muy elevado de humedad (80-90 %) vy, por lo tanto, sin
ningun sistema de valorizacion existente. Estudios previos se han centrado en aplicaciones de
SSF en subproductos de frutas y/o verduras en condiciones de baja humedad (< 35%) obtenidas
mediante un proceso previo de desecacion [146,147,361], el cual es econdmicamente inviable.
Este proceso conjunto se plantea debido a que el secado de las materias primas para un
condicionamiento inicial es muy costoso, por lo tanto, un primer acondicionamiento de la
materia prima se realiza mediante un proceso de extraccion del agua por prensado. De esta
manera se generan dos productos, uno sélido (FVS, 77 % de humedad) y uno liquido (46 g/l
de azlcares). El segundo, se somete a SmF y el sdlido a SSF generando materias primas
alternativas para piensos, dando solucién a la inviabilidad de secado inicial y, a su vez,
valorizando el lixiviado producido. Este proceso combinado abre una nueva oportunidad para
las frutas y verduras sin el cual podrian considerarse inviables para este proceso. Tal y como
se ha demostrado en el apartado 4.6, el proceso de secado es clave en el analisis econdmico

del proceso, por lo que un enfoque integral conllevaria una reducciéon en el gasto v,
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previsiblemente, un aumento de ingresos por venta de harina de biomasa fingica que podria
rentabilizar el proceso de secado y disminuir el impacto ambiental generado por no tener que
tratar esa gran cantidad de residuos.

Ademas de la viabilidad técnica del proceso a escala laboratorio (apartado 4.5), esta tesis
recoge en el apartado 4.6 dos ideas claves para apuntalar el interés en una estrategia integral:

la viabilidad del escalado y la viabilidad econémica.

Asi, se ofrece una primera aproximacion hacia el procesamiento del BSG y FVS en reactor
tipo tambor evaluando el uso de este sistema en el crecimiento de hongos filamentosos y el
analisis nutricional de los productos fermentados respecto a la necesidad de las distintas
especies de animales. El proceso se adapta de manera satisfactoria en el caso de FVS donde se
dan mayores mejoras nutricionales respecto al producto original (+72% proteina y
+ 24% EAA).

En el mismo apartado 4.6 se realiza un analisis técnico econdmico, clave a la hora de dar un
paso en el escalado de cualquier proceso de innovacion. Este estudio analiza los factores
econdmicos asociados a la viabilidad del proceso y concluye que uno de los factores clave del
proceso es el ingreso generado (o el ahorro) por la no gestion de residuos. Estos ahorros se
estiman en torno a los 300000 euros anuales para una planta de procesado de 5000 toneladas
de descartes anuales (Tabla 49). El estudio econémico del proceso de SSF indica que los costes
estimados de produccion de harina serian elevados debido sobre todo al coste de inversion y
al coste de secado. Aun asi, debido al gran ahorro derivado de no tener que gestionar los
residuos, que es el factor que mas contribuye a la viabilidad del resultado econémico, se
obtiene un resultado de explotacién positivo en las condiciones estudiadas. Este estudio puede
ayudar a la consecucién de nuevos proyectos de demostracion que desarrollen fermentadores
adaptados a estos descartes y poder aplicarlo a nivel industrial, contribuyendo a la mejora de

la sostenibilidad de la cadena alimentaria.

A lo largo de esta tesis se han presentado soluciones a una serie de problematicas en torno a
las aplicaciones del hongo Rhizopus sp. pero siguen surgiendo nuevos e interesantes retos. Uno
de los retos mas ambiciosos debido a su méas que atractiva aplicacién comercial es el escalado
de los procesos de SSF. La tecnologia de SSF tiene todavia un amplio campo de investigacion
con el fin de identificar procesos sostenibles, econémicamente viables y desarrollos 6ptimos
para mantener la productividad y calidad de los productos requeridos. Es evidente que se debe

profundizar en el escalado de los procesos en la SSF donde se evallen los retos que presenta
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la viabilidad del proceso, principalmente el disefio del fermentador, la estacionalidad de la
materia prima, la inclusién en el catalogo de piensos, una alternativa real al lixiviado obtenido
y la disminucion de los costes de secado. Para poder aplicar el proceso de SmF como
alternativa a la produccion de biogas planteada en el apartado 4.6 de resultados y discusion, es
necesario optimizar la produccion de biomasa y FBP, de manera que se generen unos ingresos

econémicos que den como resultado un beneficio respecto a los gastos de procesado.

Otro campo evidente de mejora es el estudio en profundidad del metabolismo flingico en estos
sustratos y su posible modificacion. Es un campo en el que hay mucho trabajo por hacer incluso
en el caso de un hongo tan, relativamente, bien caracterizado como Rhizopus. Teniendo claro
qué buscamos y, sobre todo, el tipo de sustrato con el que trabajamos. Las posibles
modificaciones se antojan criticas para mejorar la rentabilidad del proceso y evitar las

limitaciones inherentes al cambio de escala.

Respecto a la unién con la realidad del sector de piensos, el contraste inicial realizado indica
su interés por la harina de FVS obtenida a través de la SSF en el uso de rumiantes, tanto ovino
lechero y vacuno, como ternero de cebo, y un interés bajo en ganado porcino en inclusiones
altas debido a su gran contenido fibroso. Con el objetivo de conocer realmente los porcentajes
de inclusién de las harinas en estas formulaciones y, por ende, una mejor estimacion del precio
de las harinas es necesario analizar la digestibilidad de las harinas obtenidas dirigidas a
animales rumiantes. Por una parte, para garantizar la idoneidad de los alimentos fermentados,
los ensayos de digestion in vivo son esenciales (la ingesta de materia seca, el rendimiento del
crecimiento y el balance de nitrégeno), pero, por otra parte, existen diversas pruebas in vitro
para estimar esa digestibilidad previa a las pruebas in vivo una vez se obtengan harinas
especificas. Entre las pruebas in vitro existen las dirigidas a estimar la digestibilidad en
rumiantes [27] en las cuales se determina la produccién de gas en sistemas que contienen el
sustrato, medios anaerobios y un inéculo del fluido del rumen. En cuanto a su uso como pienso
complementario con inclusiones menores por aporte de antioxidantes, minerales y/o enzimas,
puede ser de interés en piensos para animales monogastricos, aunque deberia de estudiarse la
mejor manera de preservar estos compuestos minoritarios en los productos finales, el coste de

procesado y el precio de mercado.
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A continuacion, se recogen las principales conclusiones de esta tesis, que contribuyen a un

mayor conocimiento sobre el efecto de los procesos de fermentacion, tanto sélido como

liquido, en la composicion de los diversos subproductos estudiados, los productos obtenidos y

sus posibles aplicaciones.

1.

Se han aislado e identificado cepas ambientales de Rhizopus sp., que consumen hasta
el 99% de la glucosa en el medio, producen entre 40,2 y 53,8 g de acido fumarico/l y
cuya biomasa tiene hasta el 42% de proteina. Los experimentos de mutagénesis al

azar llevados a cabo no han incrementado de manera significativa estas capacidades.

Durante la SSF de los diferentes sustratos, los principales parametros que controlan
el crecimiento de Rhizopus sp. y la composicion de la masa resultante son, ademas de
la composicién inicial del subproducto, el tiempo y la temperatura de fermentacion,
el aporte de nitrdgeno y relacion sustrato:superficie. La mayor productividad
(mg biomasa/g sustrato) se observd tras 72 horas cuando la densidad del sustrato
modelo estaba cerca de 100 mg/cm?.

La SSF es adecuada para el tratamiento de subproductos de fruta, fruta y verdura y
bagazo de cerveza. En todos los casos, el producto resultante se enriquece en
proteinas (hasta casi duplicar el valor inicial) y modifica notablemente el perfil
aminoacidico, enriqueciéndose en aminodacidos esenciales. Rhizopus sp. también
puede fermentar otros subproductos agricolas con menos eficiencia, incluyendo las

peladuras de patata.

Igualmente, la SSF modifica la proporcidn de lipidos, aumentando el contenido en el
caso de frutas y verduras y disminuyéndolo en el bagazo de cerveza, y el perfil de
AG respecto al sustrato inicial, con aumentos de los SFA y MUFA y disminucién de
PUFA.

La SSF aumenta la actividad antioxidante y el contenido de polifenoles tanto en

bagazo de cerveza como en la mezcla de frutas y verduras.

En las pruebas preliminares de escalado, la SSF de la mezcla de frutas y verduras en
un reactor tipo tambor incrementa notablemente la proteina (+72%), la grasa (+124%)
y el contenido de aminodcidos esenciales (+24%) del producto resultante. Los
resultados no fueron tan buenos con bagazo de cerveza, donde se vieron incrementos
menores en todos los pardmetros. Las pruebas iniciales de escalado demostraron que

Rhizopus sp.no es adecuado para ensilados.
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10.

11.

12.

13.

Las condiciones Optimas de SmF varian en funcion del sustrato y del producto de
valor deseado. El tiempo de fermentacion es critico para una alta produccién de
biomasa y su efecto es mayor que la composicion del medio. Sin embargo, la
concentracion de nitrogeno es critica para la produccion de proteinas y en cambio el

tiempo no es un factor tan importante.

Entre los sustratos testados, la melaza de naranja y el lixiviado de frutas y verduras
son sustratos adecuados para la SmF, obteniéndose hasta 11,9 g de biomasa por litro
de sustrato y bajando la DQO del sustrato hasta en un 50-70%. Sin embargo, el

lactosuero debe diluirse y completarse con otros nutrientes antes de la fermentacion.

Las biomasas obtenidas en los subproductos liquidos seleccionados tienen una
composicién estable independientemente del sustrato, entre 31-39% de proteina,

entre 40-50% de aminoacidos esenciales y 4-6% de lipidos totales.

Los perfiles de proteinas de las biomasas obtenidas en fermentacion sumergida estan
dominados por Glu, Ala, Asp, Leu, Arg y Lys. con hasta el 48,9% de aminoacidos
esenciales. Este perfil convierte estas biomasas en una opcién interesante como

fuentes de proteina alternativa.

El proceso de extraccion permite recuperar el 43% de la proteina presente en la
biomasa fangica. La hidrélisis posterior (hasta un 30-60%) genera péptidos con pesos
moleculares menores a 1,9 kDa, independientemente del sustrato. El proceso de
hidrolisis no genera péptidos con actividades antioxidantes y antibacterianas en las
condiciones estudiadas, ni se detecta actividad antibacteriana en los extractos
obtenidos mediante SSF.

El contraste con el sector de piensos apunta un posible interés en el uso de las harinas
obtenidas por SSF en la alimentacion de rumiantes, tanto ovino y vacuno lechero

como ternero de cebo, y un interés bajo en ganado porcino.

El estudio econdmico indica que los costes estimados de produccidon de la harina de
frutas y verduras fermentadas serian elevados debido sobre todo al coste de inversion
y coste de secado, si bien se obtiene un resultado positivo derivado del ahorro por la

no-necesidad de gestionar el residuo.
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Supplementary material

Valorization of cheese whey and orange molasses for fungal biomass production by submerged

fermentation with Rhizopus sp.

Supplementary material Table 1. Experimental conditions tested for model development.
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pH Glucose (g(I) Nitrogen (g/l) Time (days)

© 0O N o 0o B~ W N P

N RN RN N RN NN R B P B 2B R R R e
N o OB W N B O © 0 N o o~ WN BFE O

6.25
6.25
6.25
5.5
55
7
6.25
6.25
7
6.25
55
7
7
6.25

55
6.25
55

55

55
6.25
4.75

55
7.75

37.5
82.5
7.5
60
60
60
37.5
37.5
15
375
60
15
60
37.5
60
60
375
15
15
15
15
15
37.5
375
15
375
60

2.25
2.25
2.25
3
1.5
3
3.75
2.25

2.25

15
1.5
2.25
1.5
1.5
0.75
15

1.5

2.25
2.25
15
2.25

3

N W NN W w D DN 0w 0PN BB DNDOLOEEDNDNDNDN O W

259



Supplementary material

Supplementary material Table 2. Observed and predicted results of CCRD for studied
variables. Biomass (g/l), biomass yield (g/g consumed glucose), protein (% DM), chitosan
(% DM), fumaric acid (g/l), glucose consumption (%).

Biomass qumass Protein Chitosan Fumaric acid Glucosg
yield consumption

Pre  Obs Pre  Obs Pre  Obs Pre  Obs Pre  Obs Pre Obs

1 583 529 020 017 313 328 192 153 200 178 888 824
2 593 533 015 012 320 331 18 172 074 066 639 562
3 373 319 037 043 411 416 254 138 001 0.08 1054 981
4 678 736 019 016 241 241 164 218 056 09 613 779
5 443 526 015 020 326 265 136 125 0.72 058 468 450
6 808 935 012 017 308 339 352 348 293 288 880 931
7 704 72 021 021 396 405 28 274 078 064 849 897
8 583 666 020 021 313 314 192 229 200 213 888 849
9 331 245 023 017 498 554 371 331 024 029 960 982
10 384 365 015 024 425 455 294 119 104 047 610 409
11 739 712 0.09 014 316 300 347 184 259 250 880 836
12 525 521 037 035 281 329 378 376 087 05 1016 99.7
13 409 436 012 0.09 414 476 195 204 172 211 598 824
14 783 656 025 018 366 350 395 502 297 338 948 99.8
15 607 54 011 011 279 275 378 354 294 271 8.5 808
16 642 76 013 015 287 277 319 407 225 223 735 825
17 463 35 019 019 284 287 347 289 115 124 689 490
18 6.71 827 048 056 289 269 231 148 064 ND 88.6  99.2
19 531 501 034 034 478 505 289 321 066 082 1031 99.0
20 574 579 040 039 486 451 195 205 0.77 041 1031 995
21 188 245 016 017 415 387 461 64 095 106 944 987
22 374 493 029 033 410 350 278 351 004 029 960 981
23 583 615 020 017 313 296 192 259 200 217 888 941
24 622 466 024 018 239 336 162 198 202 ND 823 693
25 334 262 028 018 327 321 313 341 041 048 814 983
26 545 6.6 016 018 319 234 314 21 291 286 953 983

27 747 621 022 020 329 295 169 296 122 124 614 590

Pre: predicted; obs: observed; ND: not determined.
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Solid state fermentation of Brewer’s spent grain using Rhizopus sp. to enhance nutritional

value.

Supplementary material Figure 1. Fermentation evolution in BSG

S gl S

Figure 1a. Day 0 unfermented BSG. Figure 1b. 72 h of BSG fermentation.

Figure 1c. 120 h of BSG fermentation. Figure 1d. 144 h of BSG fermentation.

Figure le. 168 h of BSG fermentation. Figure 1f. 192 h of BSG fermentation.
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